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Hasta hace pocos años, el óxido nítrico (NO) era considerado un 
contaminante atmosférico más. En 1992, la revista Science nombró al NO 
“molécula del año”. Este reconocimiento pretendía resaltar la importancia 
fundamental que se concede actualmente al NO como mediador de una lista cada 
día más numerosa y variada de reacciones biológicas. 
 
La historia empezó de forma inesperada en 1980 con la publicación de un 
artículo firmado por Furchgott y Zawadzki en Nature sobre la importancia de la 
célula endotelial en los mecanismos de relajación muscular de la pared arterial. 
Hasta ese momento, se consideraba que las células endoteliales carecían de 
función específica y constituían básicamente una barrera física sin otras funciones 
fisiológicas conocidas. Este trabajo cambió radicalmente esta concepción. 
 
Furchgott y Zawadzki observaron que las células endoteliales eran 
imprescindibles para que se produjese la relajación de la fibra muscular lisa de la 
pared arterial inducida por acetil colina. Si las células endoteliales eran eliminadas 
de la preparación experimental mediante métodos físicos (fricción endovascular), 





fue que las células endoteliales debían producir algún tipo  de factor que actuase 
sobre la fibra muscular lisa arterial y la relajase. Este factor, cuya estructura 
química era desconocida, se denominó “endotelial derived relaxing factor” 
(ERDF). 
 
A partir de este momento, diversos grupos de investigación comenzaron a 
invertir tiempo y recursos en la identificación de la estructura química del EDRF. 
 
En 1987, siete años después de la publicación del trabajo original de 
Furchgott y Zawadzki, dos grupos de investigadores independientes publicaron de 
forma paralela y simultánea que el EDRF era en realidad el óxido nítrico.(NO). 
 
A partir de éste descubrimiento, se produjo un auténtico “estallido” de 
publicaciones sobre el papel del NO en reacciones biológicas tan diversas e 
importantes como la regulación del tono vascular y bronquial, la transmisión del 
impulso nervioso, la agregación plaquetaria, la regulación de la contractilidad 
cardiaca, el control de la bioenergética mitocondrial, así como varias funciones del 
aparato genitourinario y del tracto digestivo, diversos aspectos inmunológicos y 
algunas reacciones citotóxicas. En conjunto, la evidencia existente hoy en día 
permite sugerir que algunas enfermedades humanas pueden estar relacionadas 
con defectos en la producción o mecanismos de acción del NO. 
 
En conexión con estos temas es aconsejable reseñar, aunque sea 
brevemente, las apasionantes investigaciones de Salvador Moncada 
concernientes al denominado NO u óxido nítrico, quien consiguió demostrar que 
la génesis de éste compuesto, a partir de la arginina, por las células endoteliales 
vasculares, estaba involucrada en las propiedades del denominado EDRF. 
Posteriormente, su grupo de trabajo aclaró que el NO es una molécula endógena 
responsable de la estimulación de la guanilato ciclasa soluble en tejidos varios, 
como el cerebro, glándula adrenal o las plaquetas. El NO es , asimismo, un factor 
citotóxico liberado por los macrófagos activos después de la agresión inmune. 





subordinadas a la producción de NO cuantitativamente diferente por dos 
isoformas de la oxido nítrico sintasa (NOS). Una es constitutiva, citosólica, 
dependiente del calcio y la calmodulina y libera picomoles de NO en respuesta a 
estímulo a través de receptor. En la otra su expresión génica es inducible por 
estímulos inmunológicos; es citosólica, independiente del calcio, libera nanomoles 
de NO durante periodos sostenidos y su producción es inhibida por 
glucocorticoides. Ambas formas dependen del NADPH y de la 
tetrahidrobiopterina. El óxido nítrico es una molécula pequeña gaseosa con una 
elevada reactividad que se difunde en el músculo vascular liso donde activa la 
guanilato ciclasa soluble dando lugar al cGMP que es el responsable de la 
relajación muscular y la dilatación de los vasos sanguíneos. Las evidencias 
acumuladas desde el descubrimiento de la vía L-arginina indican la relevancia del 
NO en biología. 
 
Una deficiencia en la formación de NO se ha implicado en la patogénesis 
de ciertas enfermedades, tales como la hipertensión esencial, la aterosclerosis, la 
angina y el vasoespasmo. En otros casos, una excesiva producción de NO puede 
ser inapropiada y estar implicada en la hipotensión, sepsis, accidentes isquémicos 
cerebrovasculares, depresión miocárdica y respuestas inflamatorias. 
 
Las aplicaciones clínicas del NO en patología respiratoria pueden 
agruparse en dos grandes grupos: el primero consiste en aplicaciones de tipo 
diagnóstico, basadas en la monitorización de los valores de NO (o de alguno de 
los diferentes aspectos involucrados en su síntesis) en diferentes circunstancias 
clínicas. El segundo grupo de aplicaciones potenciales del NO está compuesto 
por aplicaciones de tipo terapéutico, consistentes en la administración de NO (o 
de algún agente inductor o bloqueante de la síntesis de NO) con potenciales fines 
terapéuticos. 
 
El papel del NO ha sido explorado en circunstancias clínicas 
potencialmente relevantes en patología respiratoria. Sin embargo, a diferencia de 





bronquial  y EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crónica), la información 
disponible en otras circunstancias es más escasa. 
 
En 1995 Kharitonov y col. demostraron que los pacientes con 
bronquiectasias presentaban niveles elevados de NO en aire espirado, lo que 
posiblemente indicaba la presencia de un proceso inflamatorio en las vías aéreas. 
Se desconoce que valor pueda tener la monitorización de NO en estos pacientes 
como indicador de inflamación bronquial crónica. 
 
El papel del NO en pacientes con hipertensión pulmonar primitiva fue 
estudiado por Gaid y Saleh en 1995. Estos autores observaron que la expresión 
de NOS estaba disminuida en las células endoteliales de estos enfermos. Ello 
sugiere que el NO puede jugar un papel relevante en la etiopatogenia de la 
hipertensión pulmonar primitiva y plantea nuevas alternativas terapéuticas que 
deberán ser desarrolladas en el futuro. 
 
La importancia del NO también ha sido evaluada en condiciones de 
ejercicio. En general, los diversos estudios realizados sugieren que en sujetos 
sanos la concentración  de NO en aire espirado aumenta con el esfuerzo físico. El 
comportamiento del NO espirado durante el ejercicio en pacientes con 
enfermedad respiratoria es desconocido.. Sin embargo, ésta es un área de 
investigación potencialmente relevante por los importantes efectos reguladores 
del tono vascular y bronquial que presenta el NO. Además, el NO ejerce 
importantes funciones reguladoras sobre el metabolismo oxidativo mitocondrial, 
por lo que su papel durante el ejercicio en pacientes respiratorios crónicos 
sometidos a programas de rehabilitación o tras transplante pulmonar puede ser 
relevante. 
 
El síndrome hepatopulmonar se caracteriza por la presencia de 
dilataciones vasculares intrapulmonares en pacientes con hepatopatía crónica 
que motivan la presencia de alteraciones más o menos severas del intercambio 





estado de vasodilatación generalizado propio del enfermo hepatópata. Se ha 
sugerido que la producción excesiva de NO en estos enfermos pudiera ser un 
mecanismo patogénico importante. De hecho, se ha publicado que la 
concentración de NO en aire espirado en pacientes con síndrome 
hepatopulmonar es superior a la observada en sujetos sanos. 
Actualmente se considera que el óxido nítrico (NO) es una molécula 
fundamental en la regulación de numerosos procesos metabólicos, muchos de 
ellos de potencial relevancia clínica en patología respiratoria lo cual nos ha 
llevado a realizar este estudio sobre el papel que pueda desarrollar el NO en la 
lesión respiratoria aguda producida por inhalación de humos y en el posible 

































































II.1. FISIOPATOLOGÍA DE LA QUEMADURA. 
 
 
       Las quemaduras son lesiones de origen térmico, químico o eléctrico. 
Algunos autores incluyen las lesiones producidas por las radiaciones ionizantes 
(radiodermitis y radionecrosis). Frecuentemente se asocia el concepto de 
quemadura a la localización cutánea, pero aparte de la piel y las mucosas, otros 
muchos tejidos pueden ser afectados, tales como el adiposo, el muscular, el óseo, 
etc.  
 
       Es probable que la historia de las quemaduras sea tan antigua como 
la de la propia humanidad, ya que si bien dichas lesiones se multiplicarían a partir 
del momento en que el hombre aprendió a hacer fuego y a manipularlo, quizá tuvo 
antes la dramática experiencia de quemarse con motivo de incendios forestales 
producidos por el rayo e incluso de escaldarse con el agua caliente de los 
geiseres y la lava de los volcanes (Haynes B  WJr, 1987). 
 
       En la fisiopatología de la quemadura hay que distiguir las alteraciones 




II.1.1. Alteraciones locales 
 
       La acción del calor sobre la piel produce una serie de alteraciones en 
el mecanismo fisiológico que regula el intercambio de fluidos entre el espacio 
extracelular y el intravascular. Estas alteraciones varían no solo de acuerdo con la 
profundidad de la quemadura, sino también de acuerdo con la etiología y, dentro 





actuación. El hallazgo histológico habitual que más llama la atención en una 
quemadura es la gran dilatación de los plexos capilares que, como es sabido, en  
condiciones fisiológicas, constituye uno de los elementos encargados de la 
regulación de la temperatura del organismo. Esta vasodilatación se acompaña de 
un intenso aumento de la permeabilidad capilar, que es la causa inmediata de la 
ruptura del equilibrio de presiones coloidosmóticas entre el plasma y el líquido 
extracelular. 
 
       Al aumentar la permeabilidad capilar se produce un paso rápido de 
fluido de la sangre al espacio extracelular que cuando alcanza un cierto volumen 
se manifiesta clínicamente como edema. Cuando la continuidad de la superficie 
de la piel se halla alterada,  parte del fluido se vierte al exterior en forma de 
exudado y, por último, cuando se colecciona debajo de la epidermis se producen 
flictenas. Las pérdidas más cuantiosas tienen lugar en las primeras 8 horas, 
descendiendo luego gradualmente hasta que los capilares recobran su tono y 
permeabilidad normal hacia las 36-48 horas; a partir de entonces se produce el 
fenómeno inverso, es decir la absorción de los edemas, que suele durar hasta el 
sexto o séptimo día. La composición del líquido extravasado es muy similar a la 
del plasma. El contenido en cristaloides y electrolitos es casi igual al del plasma, 
mientras que el contenido en proteínas no suele rebasar el 80%, encontrándose 
en mayor proporción las albúminas, de bajo peso molecular, que las globulinas 
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Las quemaduras cuando son extensas, pueden producir una serie  de 
transtornos generales en el organismo que, en términos genéricos, guardan una 
relación bastante precisa entre la extensión y la gravedad. 
 
Cuando una quemadura es de suficiente entidad en cuanto a su extensión 
y/o profundidad, se desencadena un cuadro clínico con suficiente entidad 
nosológica denominado “Enfermedad General del Quemado”. Aunque la 
quemadura sea una agresión local a la piel, se desencadenan una serie de 
reacciones del organismo que conforman un cuadro sistémico que afecta a 
prácticamente todos los órganos y sistemas de la economía. En este cuadro se 
solapan varios tipos de respuestas orgánicas, aunque para sistematizar su 
fisiopatología y tratamiento con fines didácticos se pueden diferenciar tres etapas: 
- fase de choque hipovolémico 
- fase metabólica o de presepsis 
- fase de sepsis. 
 
Además, en cualquiera de las fases anteriores pueden ocurrir múltiples 
complicaciones. 
 
II.1.2.1. Fase de urgencia: choque hipovolémico. 
 
 Fisiopatología. 
 Inmediatamente después de producirse la quemadura se desencadena una 
reacción inflamatoria local en la que intervienen prácticamente todas las vías de la 
respuesta inflamatoria. Tal vez la liberación de histamina por los mastocitos 
tisulares sea una de las primeras reacciones inflamatorias, aunque de muy breve 





inflamatoria: la liberación de Radicales Libres de Oxígeno (RLO) y la cascada del 
ácido araquidónico. La primera de ellas tiene como resultante la producción de 
iones de oxígeno hiperreactivos, principalmente iones Superóxido (O2.-). Parece 
que el principal efecto de algunos de estos RLO es la apertura de los llamados 
poros patológicos en la microcirculación. Por otra parte, la propia quemadura, así 
como otros mediadores químicos entre los que se encuentran algunos RLO, 
activan la Fosfolipasa A2 que propicia la síntesis de ácido araquidónico. Éste 
puede metabolizarse por medio de dos vías: la mediada por la Ciclooxigenasa y la 
de la Lipooxigenasa. La primera de ellas conduce a la síntesis de Tromboxanos y 
Prostaglandinas de alta actividad vasoactiva. La vía de la Lipooxigenasa activa la 
producción de Leucotrienos, algunos de los cuales también tienen un marcado 
efecto sobre la microcirculación. 
 
 Tanto los Radicales Libres de Oxígeno, como algunas Prostaglandinas, 
Tromboxanos y Leucotrienos producidos por las diferentes vías mencionadas 
provocan una significativa vasodilatación y la masiva apertura de poros 
patológicos con la consiguiente salida de agua y iones al espacio extravascular. 
En los primeros momentos y sobre todo en las pequeñas quemaduras, este efecto 
se localiza en la zona de la lesión y los tejidos vecinos y es el responsable de las 
flictenas y aspecto edematoso de las mismas. Pero inmediatamente esos 
mediadores químicos liberados en el lugar de la quemadura pasan al torrente 
circulatorio y ejercen su acción en prácticamente la totalidad de la 
microcirculación del organismo. Así, se produce una masiva extravasación de 
agua y iones a los tejidos, los cuales se edematizan, lo que explica el aspecto 
edematoso generalizado de los quemados graves. La salida de agua y iones del 
espacio vascular provoca con una significativa disminución del volumen circulante 
es decir, a un verdadero choque hipovolémico. En las quemaduras extensas esta 
situación de agrava por la gran pérdida de agua por evaporación que se produce 
al destruirse la barrera cutánea. 
 
 La caída de la tensión arterial provocada por la hipovolemia estimula los 





en los tejidos no vitales para intentar mantener la circulación en órganos como el 
cerebro o el riñón. Así mismo, gracias al efecto ino y cronotropo positivo de la 
estimulación simpática, se desencadena un estado de alto gasto cardiaco para 
mantener las demandas tisulares. Pero si la situación de hipovolemia se mantiene 
este mecanismo de compensación vegetativa se vuelve insuficiente y el 
organismo intenta mantener la perfusión de los órganos imprescindibles por 
medio del estímulo del sistema renina-angiotensina y la producción de hormona 
antidiurética que favorecen la reabsorción renal de agua y sodio. Pero si no se 
instaura rápidamente el tratamiento adecuado para reponer la volemia perdida el 
choque se agrava y se puede producir la muerte del paciente.( Wilmore DW, 
1987). 
 
II.1.2.2. Síndrome de inhalación. 
 
  El 15% de los quemados críticos inhalan durante el accidente humos 
tóxicos o calientes producto de la combustión de los materiales incendiados. Los 
humos inhalados, producto de la combustión de la mayor parte de los materiales 
existentes en los recintos habitables, contienen gran cantidad de sustancias con 
alto poder tóxico. Por ejemplo, la combustión de los materiales sintéticos de 
pinturas, mobiliario, tapicerías, etc. Produce gases tan tóxicos como el ácido 
sulfhídrico o clorhídrico, capaces de provocar la muerte con gran rapidez. Por otra 
parte, en esa misma combustión se produce gran cantidad de aldehidos también 
de alta toxicidad. Todas estas sustancias ejercen sus efectos deletéreos al nivel 
del tracto respiratorio distal. Por su parte, el calor de los humos inhalados 
representa un efecto altamente irritativo sobre la vía aérea alta. La mezcla de los 
productos de la combustión desencadena un cuadro respiratorio grave 
caracterizado inicialmente por la presencia de atelectasias y que frecuentemente 
evoluciona hacia un edema pulmonar generalizado. Este último se ve agravado 
por el edema generalizado del paciente quemado en la fase inicial y se 
caracteriza por una destrucción del surfactante pulmonar, el engrosamiento de la 
interfase alveolo-capilar y en definitiva por un cuadro de distress respiratorio. 





marco del propio distress se pueden desarrollar también neumonías que agravan 
significativamente el cuadro. En general el conjunto de afecciones que pueden 
ocurrir dentro del llamado Síndrome de Inhalación condicionan una mortalidad 
que, dependiendo de las series, oscila entre el 45% y 75%. 
 
 Se debe sospechar la posibilidad de desarrollar un síndrome de inhalación 
en las horas siguientes en los siguientes casos: 
- historia de quemaduras en recinto cerrado 
- quemaduras en la cara 
- presencia de vibrisas nasales, cejas o pestañas quemadas 
- esputo carbonáceo 
- ronquera. 
 
En estos casos se instaurará oxigenoterapia humidificada con mascarilla, 
pero si el cuadro reviste suficiente gravedad no se dudará en intubar al paciente. 
El tratamiento del distress respiratorio consiste en ventilación asistida con presión 
positiva al final de la espiración (PEEP), corticoides y antibióticos. 
 




 Aproximadamente a partir del tercer día tras la quemadura, comienzan a 
aparecer en la práctica totalidad del organismo las consecuencias de los graves 
desórdenes cardiovasculares de la fase de choque hipovolémico además de los 
efectos directos de la presencia de tejidos quemados en el cuerpo. Todo ello hace 
que aparezcan cuadros generalizados de tipo metabólico, endocrinológico e 
inmunológico.  
 
 Alteraciones metabólicas: 
 
 La continua evaporación de agua a través de las zonas quemadas y por 





como un intento de compensación de la situación de choque hipovolémico, junto 
con las posibles infecciones que pueden aparecer, determinan un muy elevado 
consumo de calor. Los pacientes quemados pierden calor corporal en grandes 
cantidades, por lo que es preciso mantener una temperatura ambiental más 
elevada de lo normal. Para compensar esta pérdida de energía calórica el 
organismo entra en una situación hipermetabólica intentando obtener substratos 
energéticos en primer lugar de la grasa corporal y, cuando estos depósitos se 
consumen, de la masa muscular. Este es el motivo del espectacular 
adelgazamiento de los pacientes quemados. Como consecuencia, se llega a una 
situación de balance nitrogenado negativo. 
 
 Alteraciones endocrinológicas: 
 
 En los pacientes gravemente quemados se han descrito estados de 
hiperglucemia grave que puede precisar la administración de insulina. Así mismo, 
parece que alguna de las sustancias liberadas por la propia escara inhiben 
directamente la síntesis de hormonas tiroideas, lo que conduce a estados de 
hipotiroidismo. Por fin, en algunos varones quemados se han observado grados 
variables de feminización, la mayor parte de ellos reversibles. 
 
 Alteraciones inmunológicas: 
 
 En la escara de la quemadura y los tejidos subyacentes a la misma se 
producen continuamente gran cantidad de mediadores químicos con marcado 
efecto inmunosupresor. Las cininas, ciertos leucotrienos, prostanoides 
(prostaglandinas y tromboxanos) y radicales libres son algunos de los factores 
que interfieren con la movilidad, agregación, capacidad fagocitaria, etc. de 
linfocitos y macrófagos. Junto a estos factores inmunosupresores, el estrés, el 
estado hipermetabólico y las propias intervenciones quirúrgicas, determinan 
múltiples alteraciones inmunitarias como: una disminución del número y actividad 





inmunoglobulinas, junto a un elevado consumo de complemento. Todo ello 
configura un verdadero cuadro de inmunodeficiencia adquirida. 
 




 La infección es, aparte del Síndrome de Inhalación, la principal causa de 
muerte de los pacientes que ingresan en una Unidad de Quemados. Múltiples son 
los factores favorecedores de la infección en los quemados, a continuación se 
señalan algunos de ellos: 
 
- pérdida de la barrera cutánea y de la flora bacteriana de la piel 
- cuadro de inmunodeficiencia del quemado mediado por sustancias 
producidas en la escara y tejidos subescara 
-  presencia de tejidos necróticos (escara) 
- presencia de catéteres, sondas, etc. 
 
El origen de la infección puede ser: 
 
- la propia flora intestinal, orofaríngea o urinaria 
- la escara de la quemadura que se coloniza 
- el punto de entrada de catéteres y sondas. 
 
Como se puede observar el paciente quemado se suele autoinfectar a 
partir de su propia flora. Raramente la infección proviene del medio externo. 
 
Clínicamente la infección en los quemados se clasifica en tres tipos, que 
pueden ser distintas fases de la evolución. En primer lugar, la infección no 
invasiva de la quemadura, es la más frecuente, se localiza en un área de la zona 
quemada y suele ser monomicrobiana. La infección queda reducida a la zona 





muy exudativa y suele haber picos febriles no elevados. Si los microorganismos 
se extienden a zonas de piel no quemada se habla de infección invasiva sin 
bacteriemia. Ahora el tejido se vuelve seco, costroso y necrótico, los picos febriles 
son más elevados y existe leucocitosis con desviación izquierda marcada. Si los 
gérmenes pasan a la sangre, generalmente por vía linfática, los hemocultivos se 
hacen positivos y se habla entonces de infección invasiva con bacteriemia. El 
cuadro clínico entonces se agrava y puede evolucionar al choque séptico. 
 
 En cuanto a la etiología de las infecciones, actualmente los gérmenes más 
frecuentemente aislados son las Enterobacterias y Estafilococo dorado seguidos 



























II.2. FISIOPATOLOGÍA DE LA INHALACIÓN. 
 
II.2.1. FISIOLOGÍA PULMONAR 
 
II.2.1.2. Vías aéreas superiores 
 
La vía aérea está compuesta por una serie de conductos ramificados que 
partiendo de la laringe,  llegan hasta los alveolos haciéndose progresivamente 
más finos y cortos. La traquea se bifurca en los bronquios principales, estos en los 
segmentales, hasta llegar a los bronquios terminales, conductos alveolares, sacos 
alveolares y alveolos. 
 
Kawakami y col. 1989, realizan un estudio en ratas Wistar determinando 
que el diámetro del bronquio principal es de 2000 nanómetros, y el de los 
bronquios terminales varía de 100 a 1000 nanómetros. Los bronquios principales 
están recubiertos de un epitelio pseudoestratificado cuyo grosor es de 25 
nanómetros, contiene principalmente células ciliadas (60%), células basales y 
células intermedias. Estas células basales que son poco frecuentes en el bronquio 
principal, no se observan en los bronquios terminales. 
 
La pared de los bronquios terminales es muy fina y está recubierta por 
células epiteliales cuboides. Contiene aproximadamente un 40% de células 
ciliadas, células clara y células en cepillo. 
 
II.2.1.3. Intersticio pulmonar 
 
El intersticio pulmonar es una estructura compleja integrada por elementos 
celulares diversos y por un soporte extracelular. Se encuentra delimitado por las 
membranas basales del epitelio alveolar por una parte y por las del endotelio 





tabique alveolar, nombre con que se designa al tejido conectivo, que ocupa los 
espacios interalveolares, y a los capilares alveolares que por el discurren. 
 
El epitelio alveolar, que en algunas zonas es extremadamente fino, pero 
que siempre asienta sobre una membrana basal, tapiza toda  la superficie interna 
del alveolo y se continua, con el epitelio cúbico bronquiolar. Deriva del endodermo 
y, en su constitución, se alternan dos tipos celulares: neumocitos tipos I y II. 
 
El neumocito tipo I, pequeño, membranoso, escamoso y no vacuolado es el 
que recubre la mayor parte del área interna del alveolo. Su función es facilitar la 
transferencia gaseosa impidiendo el flujo de fluidos al interior del alveolo. 
 
El neumocito tipo II, grande, granular o vacuolado, es unas dos veces más 
abundante que el I en el alveolo, y a diferencia de éste apenas tapiza superficie 
alguna. Es la célula responsable de la síntesis del sufactante o agente tensoactivo 
alveolar.. Sus vacuolas contienen gránulos osmiofílicos, de estructura lamelar, 
expresión del material fosfolipídico que constituye el surfactante. Se divide 
aproximadamente cada 25 días y puede diferenciarse hacia el tipo I, o ante 
determinadas agresiones proliferar sin diferenciarse y recubrir así , bajo la misma 
forma de neumocito tipo II, toda la superficie del alveolo (Kuhn C. 1978). 
 
Los capilares interalveolares, no fenestrados, discurren por el intersticio en 
las zonas de intercambio gaseoso en íntima conexión con la membrana epitelial, 
con la que en algunas zonas llegan a fusionarse. La célula endotelial tiene 
capacidad para sintetizar algunas enzimas, como la angiotensina convertasa o el 
factor relajante endotelial y para permitir el paso de agua y de moléculas 
pequeñas. 
 
La matríz extracelular conectiva en el intersticio pulmonar esta constituida 
por colágeno, fibras elásticas y proteoglicanos. El colágeno, con mucho, es el más 
abundante de esos componentes y representa más del 50% de toda esa masa de 





primero, que es el elemento principal, que se llama elastina y alrededor del núcleo 
de elastina se encuentra lo que llamamos componentes microfibrílicos y  los 
proteoglicanos, que representan la sustancia base de la pared alveolar (Weibel 
ER. 1991). 
 
En el intersticio alveolar existe un continuo y constante balance entre 
formación y destrucción. Esta última es esencialmente enzimática y macrofágica. 
La primera depende sobre todo de la actividad de los fibroblastos, pero también 
de las células endoteliales y epitelios alveolares. Las funciones del intersticio son 
las siguientes: 
• Mantiene la arquitectura de las vías aéreas e impide el colapso 
respiratorio en la inspiración. 
• Proporciona los materiales de los que dependen la mayoría de las 
propiedades mecánicas del pulmón. 
• Regula el trasiego de agua, solutos y células entre la sangre y el 
espacio alveolar. 
 




 El granulocito eosinófilo, observado por primera vez por Whorton Jones en 
preparaciones no teñidas  de sangre periférica, fue denominado de esta manera 
por Paul Erlich en 1876 debido a la intensa tinción de sus gránulos por el 
colorante ácido eosina . 
 
Los eosinófilos se producen en la médula ósea, son células de tamaño algo 
mayor que el neutrófilo, con núcleo bilobulado y citoplasma lleno de voluminosas 








El ciclo vital se puede dividir en tres fases: medular, sanguínea e hística. Si 
bien estas células son elementos formes de la circulación periférica, estudios 
realizados indican que son células que residen en los tejidos de modo preferente. 
Por ello, los eosinófilos presentes en la circulación periférica representan sólo una 
pequeña fracción del número total de eosinófilos del organismo. En la sangre, 
tienen una vida media corta que varía de 8 a 18 horas. Posteriormente migran a 
los tejidos por diapedesis a nivel de las uniones intercelulares endoteliales. Por 
ello, cambios en la permeabilidad vascular pueden afectar en gran medida a la 
capacidad de los eosinófilos para infiltrar tejidos y contribuir a la patogenia de 
algunos síndromes clínicos. 
 
Los constituyentes celulares principales de los eosinófilos son: Los 
receptores para inmunoglobulinas y complemento presentes en la superficie de la 
membrana celular, la presencia de proteína CLC (lisofosfolipasa) en la membrana 
celular, y una serie de proteínas catiónicas localizadas en los gránulos. También 
hay otros muchos enzimas, entre los que se encuentran los que son capaces de 
sintetizar el factor activador de plaquetas y de metabolizar el ácido araquidónico a 





El macrófago alveolar (MA) es el  principal responsable del sistema 
mononuclear fagocítico en el pulmón. Deriva de los precursores monocitarios de 
la médula ósea y además posee una demostrada capacidad proliferativa. 
 
Los MA se encuentran localizados en la superficie del epitelio alveolar, 
siendo los principales responsables de la esterilidad del tracto respiratorio inferior 
(Cardozo C.1996). 
 
Se han descrito al menos otros cuatro tipos de macrófagos en el aparato 





pleural y macrófago intravascular. Entre todos ellos, el MA es el mejor estudiado 
debido a la facilidad con que son recuperados mediante el lavado broncoalveolar. 
Algunos autores proponen que todos los macrófagos recuperados mediante ésta 
técnica son MA. Sin embargo, los macrófagos de las vías aéreas también son 
recuperados en gran cantidad. (Brain JD. 1988). 
 
a) Macrófago de las vías aéreas: Están presentes en los conductos  
grandes y pequeños de las vías aéreas. Estos macrófagos liberan mediadores 
que atraen a linfocitos, neutrófilos o mastocitos hacia dichas vías. Mediante la 
liberación de enzimas proteolíticos y radicales de oxígeno, modifican las 
propiedades del epitelio. 
b) Macrófagos intersticiales: Se encuentran en contacto directo con la 
matríz y con otras células del tejido conectivo pulmonar. La liberación de 
mediadores o enzimas por estas células tiene un efecto más acusado que cuando 
son liberados en el espacio alveolar por los otros tipos de macrófagos. A pesar de 
presentar similitudes con los MA (fagocitosis, liberación de radicales libres de 
oxígeno y presencia de IgG), estas células presentan mayor capacidad para 
replicar y sintetizar ADN in vitro (Brain JD.1992). 
c) Macrófago pleural: Estos macrófagos presentan mayor parecido a los 
macrófagos peritoneales que a los macrófagos alveolares. 
d) Macrófago intravascular: Forman una compleja membrana por debajo 
de las células endoteliales (Brain JD.1992). Eliminan de la circulación partículas y 
bacterias. 
e) Macrófago alveolar:  Las principales funciones que desarrolla el MA son 
las siguientes:  adherencia, quimiotaxis, fagocitosis, destrucción intracelular y 
citotoxicidad. 
 
La adherencia es la capacidad que poseen algunas células (todas las del 








El término quimiotaxis implica migración celular dirigida a favor de un 
gradiente de concentración químico. El mecanismo es complejo y no se conoce 
en su totalidad. 
 
La fagocitosis se define como el conjunto de procesos que conducen a la 
ingestión de sustancias particuladas. 
 
En la destrucción intracelular, las diferentes partículas ingeridas se 
destruyen en el interior de los fagolisosomas por dos mecanismos: 
 
Por un lado, oxigenodependientes,  donde la fagocitosis es uno de los 
estímulos principales del “estallido respiratorio” que da lugar a la formación de 
radicales libres de oxígeno que ejercen una acción tóxica sobre las partículas 
ingeridas. La producción de estos radicales de oxígeno depende tanto de factores 
endógenos como exógenos. En primer lugar, el sitio de residencia de los 
macrófagos, así se ha observado que los macrófagos peritoneales son capaces 
de liberar menos oxígeno que los MA. En segundo lugar, del estado de 
maduración. En tercer lugar, del estado de activación de los macrófagos. (Sabille 
Y. 1990). 
 
Por otro lado los oxígenoindependientes, donde además de la 
mieloperoxidasa, los lisosomas vierten al interior de la vacuola un gran contenido 
de enzimas catalíticas e inhibidoras, que actuan de forma coordinada con los 
mecanismos oxigenodependientes para la destrucción completa de los elementos 
fagocitados. (Esparza I.1989). 
 
La citotoxicidad consiste en la propiedad que poseen los componentes del 
sistema mononuclear fagocítico para destruir células extrañas al organismo. Para 












Son células pequeñas que cumplen un gran espectro de  funciones, todas 
ellas necesarias para coordinar la respuesta inmune. 
 
Los linfocitos que se encuentran en el pulmón se localizan en la zona 
paratraqueal, en los nódulos linfáticos hiliares, en el tejido intersticial del arbol 
bronquial como nódulos, agregados o células individuales y en la superficie 
epitelial desde la tráquea hasta el alveolo. Los nódulos linfáticos pulmonares 
drenan al espacio intersticial tanto bronquial como alveolar, teniendo una 





La médula ósea es el lugar de proliferación y maduración de los neutrófilos. 
En condiciones normales, el 90% aproximadamente se encuentran en médula 
ósea y un 2-3% en la circulación sanguínea y el resto en los tejidos. En la sangre 
estas células se hallan en dos compartimentos, un fondo común que se adhiere a 
las células endoteliales y otro fondo que circula libremente en la sangre. En 
respuestas a estímulos quimiotácticos originados en los tejidos aumenta la 
adhesividad de los neutrófilos y las células circulantes se aglomeran unas a otras 
y se adhieren al epitelio (Abramson SL. 1991). El neutrófilo es muy escaso en el 
intersticio pulmonar en condiciones de normalidad (no más del 1% de total 
celular). Por el contrario se encuentra en gran cantidad en los capilares 
pulmonares, en los que constituye un gran reservorio marginal adherido a los 
endotelios. Su salida al intersticio puede producirse masiva y rápidamente ante 
situaciones de inflamación aguda y por estímulos quimiotácticos diversos. Una 
vez en el, ya no puede volver a la circulación general. Ante estímulos de atracción 





si bien el paso del epitelio se produce más lentamente que el del endotelio. El 
neutrófilo, como célula terminal en el intersticio, no emigra por los bronquios ni por 
los linfáticos, sino que desaparece al ser fagocitado por el macrófago. 
 
Junto con la fagocitosis hay una brusca elevación del consumo de oxígeno 
y una activación de la derivación del monofosfato de hexosa. Se activa la oxidasa 
del fosfato dinucleótido de nicotinamida adenina (NADPH)  y a través de un 
sistema enzimático complejo, que contiene componentes del citosol y la 
membrana, se generan productos tóxicos del oxígeno. El peróxido de 
hidrógeno+cloruro+mieloperoxidasa de los neutrófilos constituyen un sistema 
particularmente tóxico que origina ácido hipocloroso, hipoclorito y cloro. Estos 
productos oxidan y halogenan a los microorganismos y a las células tumorales y 
su exceso puede lesionar los tejidos. 
 
Estas células poseen dos tipos principales de gránulos: Los gránulos 
primarios, que son peroxidasa positivos (contienen mieloperoxidasa) y los 
secundarios o específicos, ricos en glucoproteínas, más numerosos y que se 




II.2.2. FISIOPATOLOGÍA DE LA INHALACIÓN DE HUMOS                                                          
                                                                                                                                 
                                                      
La inhalación de humos se considera la principal causa de muerte como 
consecuencia de los accidentes por fuego (Zawacki BE y cols,1977). La 
inhalación de humos fue estudiada por primera vez tras el incendio ocurrido en la 
planta de cacahuetes en 1942 en Boston. Las investigaciones pusieron de 
manifiesto la escasa relación existente entre la letalidad de las complicaciones 
pulmonares tras la inhalación de humos y la superficie corporal quemada (Cope O 






La patogenia de las lesiones pulmonares secundarias a la inhalación tiene 
su origen en el edema que se forma tanto en la vía aérea como en el parénquima 
pulmonar, y a una marcada infiltración de polimorfonucleares neutrófilos (PMN) 
como resultado de un aumento de la permeabilidad microvascular (Demling RH y 
cols,1990; Isago T y cols,1991; Raulf M y cols,1995; Bidani A y cols,1999) con un 
significativo incremento del flujo transvascular de proteinas , liberación de 
mediadores de la inflamación y radicales libres de oxígeno (Mikawa K y cols, 
1995). 
 
 El edema que se forma en las primeras 12 horas es debido a la acción 
directa de los gases tóxicos y calientes, pero a partir de ese momento el edema 
del intersticio pulmonar parece estar mediado por diferentes agentes vasoactivos 
(Herndon DN y cols,1987).  
 
El término genérico de gases y sustancias tóxicas se refiere a una serie de 
productos químicos que, suspendidas en el aire ambiente, son capaces de causar 
daño en el aparato respiratorio tras su inhalación (Smith LL y cols,1987). 
 
 Cuando la suspensión de estas sustancias, en el aire ambiente, es en su 
forma molecular, se denomina gas o vapor, la combustión de metales produce 
una suspensión de finas partículas sólidas que se conoce como humo.(Zikria BA y 
cols, 1975). 
 
El lugar de depósito de los gases inhalados depende de su solubilidad en la 
capa acuosa de la mucosa respiratoria.  Así, los gases que son altamente 
solubles en agua como el amoníaco y el dióxido de sulfuro, ejercen sus efectos en 
las vías respiratorias altas, y sólo alcanzan los espacios aéreos distales cuando 
son inhalados en grandes dosis. (Moritz AR y cols, 1945; Seaton A y cols, 1984). 
 
En el caso de los humos, el lugar de depósito de las partículas inhaladas 
depende de su tamaño; las partículas grandes de 15-20 micras de diámetro se 





depositan en la traquea y los bronquios, y las menores de 5 micras pueden llegar 
a los alveolos (Hill IR,1993). Otros factores que influyen en la lesión producida por 
la sustancia inhalada son la concentración del agente, su potencial irritante y la 
duración de la exposición. Las exposiciones previas al mismo agente, la actividad 
física durante la exposición y la edad también pueden modificar la respuesta del 
individuo a la inhalación (Gandevia B, 1970). 
 
Las sustancias tóxicas inhaladas pueden producir distintos efectos, según 
sus mecanismos de actuación, entre los que se incluyen asfixia, toxicidad a 
distancia, broncoconstricción, daño tisular de las vías aéreas y afectación del 
parénquima pulmonar. (Zikria BA y cols, 1972).  
 
Con el transcurso del tiempo estas lesiones van progresando, dando lugar 
a la formación de un material costroso, compuesto principalmente por fibrina 
(Herndon DN y cols, 1983). 
 
El daño en el parénquima pulmonar es causado por la combustión 
incompleta de los productos; muchas de las sustancias presentes en la 
combustión del algodón son dañinas, pero las más importantes son aldehidos y 
óxidos de azufre y nitrógeno (Dyer RF y cols, 1976). La combustión del cloruro de 
polivínilo libera aproximadamente 75 compuestos potencialmente tóxicos, 
incluyendo ácido clorhídrico y monóxido de carbono(CO) (Dyer RF y cols,  1976; 
Einhorm IN, 1975). 
 
 El monóxido de carbono es un gas invisible y sin olor que posee una gran 
afinidad por la hemoglobina desplazando al  oxígeno, dando lugar a una tremenda 
reducción en la capacidad de transporte de oxígeno (Emmons HW, 1974; Zikria 
BA y cols, 1972). El incremento en la permeabilidad en la membrana epitelial 
alveolar se puso de manifiesto en estudios realizados con conejos expuestos  a 







El CO interfiere mediante reacciones de oxidación-reducción en la actividad 
metabólica de distintos tipos de células como son las células tipo II alveolares, 
dando lugar a cambios histológicos (Rhodes ML, 1971). 
La patología de las lesiones tanto de vías altas como de vías bajas es 
debido a la formación de edema. El estudio broncoscópico de dichas lesiones en 
las primeras 24 horas han mostrado una gradual edematización de la mucosa 
traqueobronquial (DiVicenti FC y cols,1971; Head JM,1980). 
 
Las lesiones pueden ser de diversa consideración; benignas, una 
descamación superficial, hinchazón; hasta llegar a una completa disrupción del 
epitelio traqueobronquial, con focos de necrosis y la formación de 
pseudomenbranas compuestas por moco, exudado de fibrina, leucocitos 
polimorfonucleares, y restos de bacterias. La submucosa traqueobronquial 
aparece con una severa congestión y edema con hemorragias ocasionales (Yang 
T y cols, 1994). 
 
Las pseudomembranas no se forman en los bronquiolos, pero los cambios 
inflamatorios que ocurren en la fase aguda dan lugar al desarrollo de neumonía 
peribronquial. También aparece un gran número de PMN en la pared y luz 
traqueobronquial asi como en estructuras peribronquialres. Tanto la vía aérea 
como el parénquima pulmonar lesionado van a mostrar distintos grados de 
congestión, edema intersticial y alveolar, infiltración de neutrófilos, 
ocasionalmente membrana hialina,  y densa atelectasia. 
  
Con el transcurso del tiempo estas lesiones van progresando, dando lugar 
a la formación de un material costroso, compuesto principalmente por fibrina 
(Herndon DN y cols, 1983). 
 
Una vez formada, esta costra puede resultar letal al producir una completa 
obstrucción respiratoria. Las células polimorfonucleares están involucradas en el 
mecanismo responsable de la formación de este material. Estudios demuestran 





epiteliales de las vias aéreas, del mismo modo pueden lesionar los macrófagos 
pulmonares y dar lugar a la liberación de factores quimiotácticos que atraen a las 
células polimorfonucleares (Demarest GB y cols, 1979). 
 
El exudado traqueobronquial formado contiene una gran cantidad del 
eicosanoide tromboxano B2, metabolito estable del potente vasoconstrictor 
tromboxano A2 (Herndon DN y cols, 1983). De este modo, resulta improbable que 
sustancias como las prostaglandinas produzcan la vasodilatación observada en la 
circulación pulmonar. Estudios sobre el contenido proteico del exudado muestran 
una disminución  en comparación con el observado en condiciones normales, y se 
asemeja más con un infiltrado de plasma. El examen de las diferentes partes del 
exudado revelan que sustancias con bajo peso molecular están presentes en 
mayor concentración que las de alto peso molecular, lo que indica cambios 
selectivos en la permeabilidad responsables de esta producción. Di Vicenti y cols. 
describieron la aparición de broncorrea y la formación cotrosa. (Di Vicenti FC y 
cols, 1971). Stone y Martin (Stone SS y cols, 1969), Mathru y cols. (Mathru M y 
cols, 1983), y Venus y cols. (Venus A y cols, 1981) todos ellos evidenciaron la 
aparición de un material espumoso durante la intubación y traqueotomía en 
pacientes con lesión por inhalación. 
 
Estudios en ovejas con lesión pulmonar por inhalación mostraron  un 
aumento en la producción linfocitaria  y agua extravascular en el pulmón (Herndon 
DN y cols, 1984; Traber DL y cols, 1983). El edema intersticial pulmonar se puede 
identificar a nivel microvascular por microscopía electrónica (Traber DL y cols, 
1984). Este edema aparece aproximadamente a partir de las 12 horas post- 
lesión, en cambio el edema por una lesión directa aparece más rápidamente. 
 
En animales de experimentación, se demostró la relación directa entre los 
cambios en la permeabilidad microvascular  y las células polimorfonucleares 
Staub NC y cols, 1982, estudiaron los linfocitos pulmonares en lavados 
bronquiales,  y encontraron que los neutrófilos estaban elevados en ambos fluidos 







Los linfocitos pulmonares tienen dos orígenes: la región bronquial y la 
región microvascular pulmonar. Es evidente que ambas regiones se encuentran 
dañadas tras la inhalación, ya que los cambios anteriormente descritos  se 
pueden originar en una de las regiones, o en ambas. 
 
Stone y cols. describieron el curso típico en la evolución de las lesiones por 
inhalación: insuficiencia pulmonar aguda, edema pulmonar, y bronconeumonía. 
Los pacientes con menores lesiones podían no manifestar las dos primeras 
etapas (Stone HH y cols,1969; McArdle CS y cols, 1975). 
 
La insuficiencia pulmonar aguda tiene severos componentes. La falta de 
oxígeno como consecuencia de su consumición por el fuego, es la primera 
amenaza, seguidamente el envenenamiento por monóxido de carbono; la mayoría 
de las muertes que se producen en los primeros momentos son debidas a una de 
estas dos tipos de asfixia. Los efectos irritantes de las partículas y otros 
compuestos derivados de la combustión incompleta de productos llevan 
rápidamente a un broncoespasmo agudo, tos, y traqueobronquitis (DiVicenti FC y 
col, 1971). La atelectasia, se vió que aparecía en cuestión de segundos en 
lesiones experimentales, y probablemente debido a la desactivación del 
surfactante (Nieman GF y cols, 1980). 
 
 El progresivo hinchamiento de la vía aérea superior y de la laringe puede 
impedir la capacidad de ventilación, incluso en personas que no tengan daños en 
vías bajas o parénquima, pero este problema sucede transcurridos dos días post-
lesión. La insuficiencia pulmonar aguda severa (no se puede resolver con 
intubación endotraqueal) es casi siempre fatal (Stone HH y cols, 1967). 
 
El edema pulmonar aparece entre las 6 a 72 horas post-lesión; tiene una 
mortalidad entre el 60 % y 70% y  ocurre en uno de cada cuatro pacientes con 







La tercera etapa, es la bronconeumonía, puede ser solamente la 
manifestación de una lesión pulmonar menor, pero conlleva una mortalidad del 
50% al 86%. 
 
Los estudios actuales ponen de manifiesto que las bronconeumonías son 
complicaciones que surgen en el 60% de los casos de lesiones por inhalación 
(Achauer BM y cols, 1973; Fein A y cols, 1980). 
 
La etiología bacteriológica es normalmente de especies gram negativas, 
especialmente Pseudomonas, excepto en aquellas neumonías que aparecen en 
los primeros días post-lesión, en las que predominan las Staphilococcus penicilin-
resistentes. 
    
Los futuros avances están apoyados en métodos para poder regular la 
respuesta fisiológica a la lesión por inhalación, que es, poder incrementar la 
permeabilidad microvascular y disminuir los efectos negativos de la respuesta 
inmune. 
 
La importancia de estos avances está clara; las lesiones por inhalación 
tienen entre un 45% y un 78% de mortalidad y son responsables entre un 20% a 















II.3.   ÓXIDO NÍTRICO. 
 
El óxido nítrico (NO) es un radical gaseoso que se produce en la atmósfera 
cuando ocurren descargas eléctricas naturales o por la combustión de fósiles. Sin 
embargo, el NO ha ampliado su estatus desde el ser un tóxico contaminante 
medioambiental a ser una de las más pequeñas moléculas mensajeras conocidas 
con actividad biológica, presentando un amplio rango de acciones tanto 
fisiológicas como patofisiológicas. El NO es un arma de doble filo, que producido 
por las células en una magnitud aceptable y tiempo apropiados, actua como 
molécula de señalización en procesos fisiológicos tan diversos como la defensa 
inmunitaria, la comunicación neuronal y la regulación vascular. Sin embargo, su 
síntesis excesiva y sin control lo implican como agente causante de las 
complicaciones que aparecen en diversos procesos patológicos debilitantes, entre 
los que se encuentran el shock vascular, el accidente cerebrovascular, la 
diabetes, la neurodegeneración, la artritis y la inflamación crónica, procesos 
patológicos que pueden incluso causar la muerte. 
 
 De modo general, las moléculas bioseñalizadoras convencionales actuan 
siempre tras su unión a moléculas receptoras específicas, pero en el caso del NO 
sus acciones biológicas se ponen de manifiesto a través de una amplia variedad 
de reacciones químicas. El NO es un radical libre gaseoso pequeño y 
relativamente estable que difunde con facilidad por la membrana celular 
(Subcynski y col., 1996) hacia el interior de la célula, donde reacciona con las 
moléculas diana. Las reacciones específicas, que tienen lugar casi en cualquier 
lugar del organismo, dependen de la concentración de NO presente y, a menudo, 
de las variaciones en la composición del medio intra- y extracelular. 
 
 Mitchell y col., (1916) sugirieron por primera vez que los mamíferos podían 
producir óxidos de nitrógeno, lo cual fue confirmado una década después por 
Tannenbaum y col., (1928), y más recientemente por Green y col., (1981a,b). 
Desde finales de los años setenta ya se conocía que el NO se encontraba entre 





músculo liso vascular (Arnold y col., 1977; Craven y Derubertis, 1978; Gruetter y 
col., 1979). A mediados de los años ochenta, Iyengar y col., (1985) y Sthuer y 
Marletta., (1985) demostraron la liberación de nitritos por parte de macrófagos 
murinos. Poco después, Palmer y col., (1987) demostraron que la producción de 
nitritos dependía de la presencia de L-arginina, y que dicha producción podía ser 
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Figura II.3.1. Biosíntesis del óxido nítrico. El NO se forma en, al menos, 
dos pasos sucesivos. Ambos pasos requieren NADPH, O2, Ca2+, y 




Por otro lado, a principios de la década de los ochenta, Furchgott y 
Zawadski (1980) publicaron un artículo sobre la importancia de la célula endotelial 
en los mecanismos de relajación muscular de la pared arterial. Hasta ese 
momento, se consideraba que las células endoteliales carecían de función 
específica y constituían básicamente una barrera física sin otras funciones 
fisiológicas conocidas. Este trabajo cambió radicalmente esta concepción.         
 
Furchgott y Zawadzki, observaron que las células endoteliales eran 
imprescindibles para que se produjese la relajación de la fibra muscular lisa de la 
pared arterial inducida por acetilcolina, si las células endoteliales eran eliminadas 
de la preparación experimental mediante métodos físicos (fricción endovascular), 





fue que las células endoteliales debían producir algún tipo de factor que actuase 
sobre la fibra muscular lisa arterial y la relajase. Ese factor, cuya estructura 
química era desconocida, se denominó “endothelial derived relaxing factor” 
(ERDF). A partir de ese momento, diversos grupos de investigación comenzaron a 
invertir tiempo y recursos en la identificación  de la estructura química del EDRF. 
En 1987, siete años después de la publicación del trabajo original de Furchgott y 
Zawadzki, dos grupos de investigadores: el grupo del Dr. Moncada (Palmer y col., 
1987,1988), e Ignarro y col., (1987), demostraron que el EDRF era el NO, y que 
su producción dependía de la presencia de L-arginina. A partir de este 
descubrimiento, se produjo un auténtico estallido de publicaciones sobre el papel 
del NO en reacciones biológicas tan diversas e importantes como la regulación 
del tono vascular y bronquial (Kharitonov, 1996), la transmisión del impulso 
nervioso (Massaro, 1996; Maiese, 1995; Cooper, 1995), la agregación plaquetaria 
(Ryan, 1988; Van Bocksmeer, 1995), la regulación de la contracción cardiaca 
(Maekawa, 1994; Woditsch, 1992; Matheis,1992; Morita, 1994), el control de la 
bioenergética mitocondrial (Brown, 1995), así como varias funciones del aparato 
genitourinario y del tracto digestivo, diversos aspectos inmunológicos y algunas 
reacciones citotóxicas (Moncada, 1993; Loscalzo, 1995). A partir de entonces, el 
NO y las enzimas que lo sintetizan, denominadas NO-sintasas (ver a 
continuación), han sido localizadas en la mayoría de los sistemas y células. El 
conocimiento exponencial y acumulativo del NO y de sus implicaciones 
fisiológicas y patológicas dieron lugar a la calificación del NO como molécula del 
año en 1992 (Koshland, 1992). 
 
 
II.3.1. Síntesis biológica del óxido nítrico. 
 
El NO se forma como co-producto en la reacción de conversión de L-
arginina a citrulina, mediante la hidroxilación de uno de los nitrógenos guanidinio 
de la L-arginina, con la conversión estequiométrica de NO a través de una via de 
oxidación-reducción que consume cinco electrones (revisado en Griffith y Stuehr, 
1995) (Fig.II.3.1). Esta reacción está catalizada por la enzima denominada óxido 





tres isoformas principales (Tabla II.3.1). Siguiendo los acuerdos logrados por la 
comisión internacional (Moncada y col., 1997), dos de estas isoformas son 
constitutivas en el sentido de que su activación no requiere síntesis proteica de 
novo, la óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS) y la óxido nítrico sintasa endotelial 
(eNOS), siendo su activación dependiente de la elevación de la concentración de 
calcio intracelular; sin embargo ambas isoformas son inducibles bajo 
determinadas condiciones patológicas (Dawson y Dawson, 1994; Gath y col., 
1997; Klimaschewski y col., 1996; Weiner y col., 1994). Otra isoforma es inducible 
bajo diferentes estímulos, la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), que puede ser 
expresada en la mayoría de las células nucleadas y cuya activación no requiere 
que aumenten los niveles de Ca2+ intracelular.  
 
 
El hecho de que la iNOS se encuentre aparentemente presente en 
algunos tejidos animales en situaciones normales, como el pulmón fetal y adulto 
(Kobzik y col., 1993), placenta (Casado y col., 1997) y quizás en otros tejidos 
(Nathan y Xie, 1994), plantea la paradoja de la constitutividad de la iNOS. El tema 
tiene gran interés a la vista de los trabajos de Keilhoff y col., (1996) que señalan la 
aparición de la expresión de la iNOS en cerebros de rata durante el desarrollo 
embrionario. La expresión del mRNA de la iNOS tiene lugar en el estadío 
embrionario E10, manteniéndose hasta el estadío E14, momento en el que se 
inicia la expresión de la nNOS. Recientemente, Colasanti y col., (1995) han 
indicado que el NO suministrado en cultivos de microglia inhibe la expresión de la 
iNOS. Estos estudios plantean el hecho de que la iNOS podría estar presente en 
el tejido nervioso constitutivamente, aunque esta isoforma no se pone de 
manifiesto hasta que no se suprima o decrezca la producción de NO a través de 
la isoforma neuronal. Esta hipótesis está apoyada por unos recientes resultados 
que demuestran que la deprivación de oxígeno y glucosa a rodajas de cerebro 
anterior de rata provoca la expresión de la iNOS en diferentes tipos celulares 








En la tabla II.3.2 se muestran las características principales de las dos 
categorías de óxido nítrico sintasas, constitutiva e inducible. 
 
Tabla II.3.1. Clasificación de las óxido nítrico sintasas 
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El primer esquema de purificación de la NO-sintasa se basó en la 
conversión de [3H]arginina a [3H]citrulina (Bredt y Snyder, 1990), aunque los 
primeros abordajes experimentales para su purificación se vieron dificultados por 
la pérdida de los cofactores necesarios. Estos mismos autores (Bredt y Snyder, 
1990) demostraron que la actividad catalítica de la NO-sintasa era dependiente de 
calmodulina. De hecho, la unión del complejo calcio/calmodulina en presencia de 
oxígeno y de NADPH, activa el enzima para la conversión de L-arginina en NO 
con la formación estequiométrica de L-citrulina (Fig.II.3.1). 
 
 
Tabla II.3.2. Características principales de las dos categorías de NO-sintasas: constitutiva e inducible. 
 NO-sintasa constitutiva NO-sintasa inducible 
Producción células endoteliales, plaquetas, 
mácula densa, neuronas 
leucocitos, macrófagos, 




Unión a membrana Si No 
Cálcio Dependiente Dependiente 
Calmodulina Dependiente Independiente 
Cofactores Independiente Dependiente 
Liberación vida corta, picomoles sostenida, nanomoles 
Activadores Acetilcolina, bradikinina, histamina, 
ADP/ATP, trombina, aminoácidos 
excitadores, estrés de flujo 
endotoxinas, citoquinas 
Inhibidores Dimetilarginina Glucocorticoides 
  
 
El clonaje molecular del ADN complementario de las diferentes isoformas 
de la NO-sintasa (Bredt y col., 1991; Charles y col., 1993a,b; Geller y col., 1993; 
Janssens y col., 1992; Lamas y col., 1992; Lowenstein y col., 1992; Lyons y col., 





Wood y col., 1993; Xie y col., 1992) ha clarificado en gran medida la correlación 
estructura-función de las enzimas encargadas de la síntesis de NO. Así, se han 
identificado secuencias consenso para sitios de unión de NADPH, FAD y FMN, 
deduciéndose que la porción C-terminal de las isoformas estudiadas presenta una 
homología moderada (aprox. 60%) con la P450 citocromo-NADPH reductasa, la 
otra única enzima de mamíferos conocida que contiene sitios de unión a FAD y a 
FMN (Fig.II.3.2). En general, para cada isoforma las secuencias están altamente 
conservadas entre las diferentes especies estudiadas (80-94% identidad), aunque 
la identidad global entre las secuencias de dos isoformas diferentes es moderada 
(50-60%) (Sessa, 1994). Las regiones de alta homología se asocian a los sitios de 
unión de los cofactores. Tras el descubrimiento del cofactor hemo (Klatt y col., 
1992; McMillan y col., 1992; Stuehr e Ikeda-Sato, 1992; White y Marletta, 1992), 
se localizó su sitio de unión putativo en la región N-terminal (MacMillan y col., 
1992; Renaud y col., 1993) (Fig. II.3.2). 
 
En 1987, Hibbs y colaboradores demostraron que la muerte celular 
mediada por macrófagos, dependiente de L-arginina, era atenuada por diferentes 
análogos de la L-arginina. A partir de aquella observación inicial, el diseño, la 
síntesis y la elucidación del mecanismo de actuación de los inhibidores de la NO-
sintasa ha sido ampliamente abordado. Así pues, en la actualidad se asume la 
existencia de fenómenos NO-mediados y/o NO-sintasa-dependientes si son 
atenuados por inhibidores selectivos de la óxido nítrico sintasa, siendo los 
inhibidores más típicos L-NMA, L-NNA o el L-NNA metil ester (L-NAME) 
(Fig.II.3.3). 
 
Los controles de la efectividad en el uso de inhibidores de la NO-sintasa 
generalmente se limitan a demostrar que los fenómenos biológicos no se ven 
alterados por los D-enantiómeros (D-NMA, D-NNA), y que la inhibición por los L-
enantiómeros se revierte con un exceso de L-arginina, ya que por lo general 
actuan como inhibidores competitivos, y en algunos casos irreversibles, de todas 
las isoformas (Moncada y Higgs, 1995). Existen otros compuestos más 





sintasa y que muestra actividad antinociceptiva, no interfiriendo en las acciones 
de la isoforma endotelial (Moore y col., 1993; Southan y Szabo, 1996). De modo 
general, en la Tabla II.3.3 se reflejan las propiedades físicas y las constantes 
cinéticas de cada una de las isoformas de la NO-sintasa. 
 
Como ya ha sido comentado, al contrario que las moléculas de 
señalización convencionales que actuan previa unión a un receptor específico, el 
NO actua a través de un rango amplio de reacciones químicas, de modo que 
controla actividades enzimáticas, canales iónicos, la transcripción génica, la 
respiración mitocondrial, y puede reaccionar con radicales derivados del oxígeno 
para producir otras substancias altamente reactivas (Brown, 1995; Crow y 
Beckman, 1995; Garthwaite y Boulton, 1995; Gross y Wolin, 1995; Moncada y 
Higgs, 1995). 
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Figura II.3.2. Isoformas moleculares de la NO-sintasa. P: secuencia consenso para la 
fosforilación por la proteína kinasa dependiente de cAMP; CAL: sitio de unión a calmodulina; 
FMN: dominio de unión a mononucleótido de flavina; FAD: dominio de unión a flavina-adenina 
dinucleótidos; H: sitio de unión de grupos hemo; NADPH: dominio de unión para el NADPH; 






































































































Tabla II.3.3. Propiedades físicas y constantes cinéticas de las isoformas de la NO-sintasa. 





























10 nM (rata) 
70 nM (cerdo) 
 
3,5 nM (vaca) 






200 nM (rata) 
400 nM (cerdo) 
 
300 nM (vaca) 




Vmax (mayor detectada) 
 














≤ 1µM (humanos) 
 




1,5 µM (rata) 
3,3µM (rata) 
1,2 µM (vaca) 
 
5 µM (vaca) 
3 µM (vaca) 
1µM (humanos) 
 
19 µM (rata) 
10µM (ratón) 





















1,4 µM (rata) 
0,2 µM (rata) 
 
0,9 µM (vaca) 
0,4 µM (humanos) 
 






170 nM (cerdo) 
 
39 nM (humanos) 
 
Ki 4,4 µM (ratón) 




La técnica de la NADPH-d ha sido adaptada para microscopía electrónica 
(Hope y Vicent, 1989), de modo que la molécula que permitirá la visualización es 
el 2-[2’-benzotiazolil]-5-estiril-3-[4’ftalhidracidil]-cloruro de tetrazolio (BSPT) en 
lugar del nitroblue-tetrazolio (NBT). El BSPT es un compuesto no osmiofílico que 
al reducirse da lugar a formazán osmiófilo (Kalina y col., 1972), siendo por tanto 
de especial interés para la microscopía electrónica. La técnica del BSPT 
(Fig.II.3.4) fué desarrollada posteriormente por Wolf y col., (1992, 1993, 1994), y 
ha permitido la localización ultraestructural de la NO-sintasa en tejido nervioso 
bajo diferentes condiciones experimentales (Calka y col., 1994, 1996; Faber-






En las neuronas positivas para BSPT, el producto de reacción se encontró 
a nivel de las membranas del retículo endoplásmico y en la membrana nuclear. 
También se ha detectado depósito de BSPT-formazan en algunas zonas de la 
membrana externa mitocondrial y en membranas del aparato de Golgi (Wolf y col., 
1992, 1993; Calka y col., 1994) (Fig.II.3.4). Aunque a nivel de microscopía óptica 
se han detectado otras muchas neuronas y células gliales no teñidas, tras la 
observación bajo microscopía electrónica se detectan algunas de estas otras 
neuronas y escasas células gliales con porciones membranosas marcadas 
aunque en mucho menor grado. Estas observaciones se contradicen en cierto 
modo con los resultados bioquímicos, ya que la nNOS tienen una localización 
citosólica (Förstermann y col., 1991b). Por otro lado, en preparaciones 
cerebelares se ha detectado que más del 60% del total de la NO-sintasa se 
encuentra en la fracción particulada y que, en base a los resultados obtenidos 
mediante el uso de técnicas de ultracentrifugación en gradiente de densidad, se 
encuentra asociada a la fracción de retículo endoplásmico (Hecker y col., 1994). 
Estos últimos resultados están en concordancia con los de Hiki y col., (1992), que 
también han detectado una NO-sintasa insoluble en el cerebro de rata. Así pues, 
se apunta a que el enzima puede estar, por lo general, unido a membranas 
endocelulares, pudiendo pasar a la fracción soluble durante el proceso de 
homogenización. Por otro lado, la iNOS detectada en células microgliales 
activadas o en macrófagos muestran un precipitado granular de BSPT-formazán 
en áreas citosólicas o en vacuolas, no habiéndose detectado acumulación alguna 
en las membranas endocelulares (Schmidt y col., 1995; Calka y col., 1996); esta 
particular forma de precipitación puede indicar que no exista una tendencia del 
BSPT-formazán a la dislocación y el ataque artefactual de estructuras lipofílicas. 
Puesto que el uso de BSPT a nivel de microscopía electrónica es mucho más 
sensible que la reacción NADPH-d a nivel de microscopía óptica, es importante el 








La hibridación in situ ha sido la técnica de elección de diferentes autores 
para el estudio de la distribución de los mRNA de la NO-sintasa en secciones de 
tejidos. Así, se han detectado interneuronas conteniendo nNOS-mRNA, en 
paralelo a la detección de la proteína, en el bulbo olfatorio del ratón (Kishimoto y 
col., 1993). En un estudio cuantitativo de la señal de hibridación de la NO-sintasa 
en las raices dorsales de los ganglios lumbares de ratas, tras la transección del 
nervio ciático (Verge y col., 1992), se detectó un incremento dramático en el 
número de neuronas nNOS-mRNA positivas, lo cual indica que las isoformas 
llamadas constitutivas pueden ser inducidas tras la exposición a un estímulo de 
lesión. El uso de ribosondas (Endoh y col., 1994) permitió la detección de niveles 
bajos de NOS-mRNA en neuronas de la región hipocampal CA1, una zona en la 
que otros autores no detectaron marcaje mediante el empleo de otras técnicas 
(Dawson y col., 1991; Vincent y Kimura, 1992). El tratamiento con LPS o 
citoquinas da lugar a una amplia expresión de la isoforma inducible (Kröncke y 
col., 1995), lo que ha sido demostrado en diferentes tejidos por hibridación in situ, 
como por ejemplo en músculo liso vascular y miocitos cardiacos (Luss y col., 
1995), en células de la barrera sinovial, células endoteliales y condrocitos 
(Sakurai y col., 1995), y en células epiteliales de los senos paranasales de 
humanos (Lundberg y col., 1995). 
 
II.3.2. Localización de dianas del óxido nítrico. 
 
Como posteriormente se describirá, el NO activa la isoforma soluble de la 
guanilato ciclasa (Koesling y col., 1995; Wedel y col., 1995) para generar cGMP.  
Por lo tanto, los sitios de acción del NO podrían demostrarse 
inmunocitoquímicamente mediante el uso de anticuerpos, hoy en desarrollo, 
contra la guanilato ciclasa soluble (GS) o contra conjugados de cGMP y sus 
proteínas portadoras (de Vente y col., 1990), ya que se ha demostrado que se 
produce un incremento considerable de cGMP-inmunoreactividad en estructuras 
cerebelares en respuesta a la administración de donadores de NO (de Vente y 





este método es que más del 80% del cGMP se pierde durante el procesamiento 
















Figura II.3.4. Citoquímica de la actividad NADPH-d a nivel de microscopía electrónica. 
Los depósitos de BSPT-formazán debidos a la isoforma neuronal de la NO-sintasa se 
han encontrados asociados a distintas porciones de membranas endocelulares, 
principalmente en las membranas del retículo endoplásmico y en la membrana nuclear; 
ocasionalmente también se han detectado asociados a las membrana mitocondrial y a 
las del aparato de Golgi. La isoforma inducible de la NO-sintasa se localiza en el citosol 
o en vacuolas formando precipitados de formazan tipo granular, mientras que el 
producto de reacción de la isoforma endotelial parece ser que solo se localiza confinado 




Más recientemente, se han utilizado anticuerpos contra tirosina como 
marcadores de la formación de peroxinitritos. Los peroxinitritos se producen por la 
reacción del NO con aniones superóxido (Beckman y col., 1994; Kooy y col., 
1995; Miller y col., 1995; Szabo y col., 1995), y estos anticuerpos detectan los 
resíduos de nitrotirosina en las proteínas. La inmunotinción de nitrotirosinas se 
redujo considerablemente con el tratamiento de los animales con inhibidores de la 
NO-sintasa. También se detectó localización inmunocitoquímica entre 
nitrotirosinas e iNOS en un modelo de inflamación intestinal en el cobaya, donde 
los inmunomarcajes más intensos se detectaron en el epitelio y en neuronas de 
los ganglios mientéricos y submucosos (Miller y col., 1995). Con la producción 





NO-dependiente se está convirtiendo en un campo más de estudio en la 
investigación del óxido nítrico. 
 
II.3.3. Células productoras de óxido nítrico. 
 
Las diferentes isoformas de la enzima óxido nítrico sintasa pueden 
detectarse en casi todos los tejidos de mamíferos. La isoforma constitutiva 
neuronal (nNOS) fué purificada por primera vez a partir de cerebro de rata y de 
cerebelo porcino (Bredt y Snyder, 1990; Mayer y col., 1990). La nNOS puede 
localizarse en neuronas claramente reactivas que se distribuyen de modo 
relativamente constante en diferentes poblaciones neuronales del cerebro 
(Egberongbe y col., 1994; Rodrigo y col., 1994; Vincent, 1994), aunque también 
se han detectado pequeñas cantidades de nNOS en otras células del sistema 
nervioso, astrocitos y en células microgliales, por medio de la técnica histoquímica 
de BSPT-NADPH-d (Wolf y col., 1992, 1993, 1995; Darius y col., 1995; Calka y 
col., 1996) y, además, por otros métodos (Murphy y col., 1995; Gabbott y Bacon, 
1996). En un principio, y en base a consideraciones teóricas, se pensó que el NO 
era transmisor trans-sináptico retrógrado (Garthwaite, 1991; Schuman y Madison, 
1994), aunque los estudios a nivel de microscopía electrónica mediante el uso de 
BSPT revelaron que las areas de marcaje NADPH-d eran principalmente 
presinápticas (41% en hipocampo y 38% en neocorteza) (Faber-Zuschratter y 
Wolf, 1994). Las terminaciones postsinápticas mostraron positividad NADPH-d 
solo de modo excepcional, localizándose en membranas. 
 
  Mediante el uso de técnicas inmunocitoquímicas, también se han 
detectado neuronas con un intenso marcaje nNOS-positivo en la médula espinal 
(Valtschanoff y col., 1992; Saito y col., 1994; Vizzard y col., 1994) y en el sistema 
nervioso periférico (ver aptdo. 2.3). Además, la nNOS ha sido localizada en 
tumores del SNC (Cobbs y col., 1995), músculo estriado somático y visceral 
(Kobzik y col., 1994; Grozdanovic y col., 1995), mastocitos (Bacci y col., 1994), 
células mucosas del colon (Torihashi y col., 1996), células productoras de 





vías respiratorias del pulmón (Kobzik y col., 1993) y en el espermatozoide del 
cerdo (Atanassov y col., 1990), y del ratón y humano (Herrero y col., 1996, 1997). 
En riñón: la nNOS aparece de modo abundante en mácula densa, aunque 
también en otros elementos tubulares y vasculares renales (Liu y Barajas, 1993; 
Reid y Chiu, 1995). 
 
La isoforma endotelial (eNOS) fue aislada, por primera vez, del endotelio 
de aorta bovina (Förstermann y col., 1991b; Pollock y col., 1991). Mediante el uso 
de anticuerpos específicos, la eNOS se ha detectado en las células endoteliales 
de diferentes arterias y venas de muchos tejidos (Pollock y col., 1993; Busconi y 
Michel, 1994; Fukuda y col., 1995; Miyawaki y col., 1995). Existen diferencias 
fenotípicas aparentes importantes entre las células endoteliales de vasos grandes 
y las de la microvasculatura y, además, entre las células endoteliales aisladas de 
diferentes tejidos y órganos (Balligand y col., 1995b). En las células endoteliales, 
además de la eNOS, también se han detectado la nNOS (Loesch y col., 1994; 
Thomsen y col., 1995) y la iNOS (Balligand y col., 1995b). Por otro lado, la 
inmunoreactividad eNOS ha sido detectada en las células epiteliales tubulares del 
riñón (Tracey y col., 1994); el mRNA de la eNOS se detecta con niveles elevados 
en los elementos vasculares del riñón de rata (Ujiie y col., 1994). La eNOS 
también ha sido detectada en los sincitiotrofoblastos de la placenta humana 
(Myatt y col., 1993), en miocitos cardiacos (Seki y col., 1996), células intersticiales 
del colon canino (Xue y col., 1994), y en neuronas del cerebro de rata, 
principalmente en las de formación hipocampal (Dinerman y col., 1994). 
 
 La iNOS fue aislada por primera vez de macrófagos murinos (Hevel y col., 
1991; Stuehr y col., 1991) y en monocitos y macrófagos humanos (Riveros-
Moreno y col., 1996), donde se expresa constitutivamente a niveles muy bajos, 
aunque puede inducirse de modo y localización general tras la exposición a 
citokinas inflamatorias (IL-1, TNF, IF-γ) o LPS (Gross y Wolin, 1995; Schoedon y 
col., 1995; Sparrow 1995; Shapiro y Hotchkiss, 1996). De igual modo y con 
caracter constitutivo, aunque también puede inducirse con LPS, la isoforma iNOS 





1997). Son muchos los tipos celulares que pueden expresar la iNOS bajo 
condiciones de inducción (Kröncke y col., 1995), habiéndose encontrado incluso 
en células endoteliales (Balligand y col., 1995), en neuronas (Minc-Golomb y col., 
1996), y en microglía y astrocitos (Lee y col., 1993; Murphy y col., 1995; Schmidt y 
col., 1995; Chao y col., 1996). La iNOS puede inducirse en diferentes tipos 
celulares y tejidos bajo condiciones de inflamación, defensa inmune, 
carcinogénesis, enfermedades autoinmunes, o en procesos de rechazo en 
transplantes; en el riñón, la isoforma inducible está presente las células de 
músculo liso y células granulares de las arteriolas aferentes terminales (Tojo y 
col., 1994) y en los glomérulos, células mesangiales, y segmentos específicos de 
los túbulos (Mohaupt y col., 1994; Schultz y col., 1994). Recientemente, Moro y 
col., (1998) han demostrado que, en rodajas cerebrales sometidas a condiciones 
de isquemia, la iNOS puede expresarse en neuronas cerebrales, destacando su 
localización en las células piramidales de la corteza. 
 
 
II.3.4. Aspectos fisiológicos y clínicos del óxido nítrico. 
 
  Existen toda una serie de excelentes revisiones sobre los mecanismos 
fisiológicos y patofisiológicos del óxido nítrico (Davies y col., 1995; Dawson y 
Dawson, 1994, 1996; Faraci y Brian, 1994; Garthwaite y Boulton, 1995; Gross y 
Wolin, 1995; Knowles, 1996; Moncada y col., 1991; Moncada y Higgs, 1993; 
Münzel y col., 1997; Peer y col., 1996; Reid y Chiu, 1995; Schuman y Madison, 
1994; Szabó, 1996a,b,c; Umans y Levi, 1995; Wolf, 1997), y sobre sus posibles 
implicaciones clínico-terapéuticas (Böger y col., 1996; Bult, 1996; Cobb y Danner, 
1996; Cooke, 1996; Cooke y Dzau, 1997; Karatinos y col., 1995; Kilbourn, 1996; 
Mizutani y Layon, 1996; Moncada y Higgs, 1995). A continuación solo 









liberación de neurotransmisores mediada por el receptor NMDA, interviene en la 
morfogénesis del sistema nervioso y en la plasticidad sináptica (Fig. II.3.5), e 
influye en la apoptosis y en el establecimiento de la organización columnar de la 
corteza durante el desarrollo (Dawson y col., 1994; Dawson y Snyder, 1994; 
Garthwaite y Boulton, 1995). También ha sido implicado en la regulación del flujo 
sanguíneo cerebral y en el acoplamiento flujo sanguíneo-metabolismo (Szabó, 
1996b), como mediador del dolor (Meller y Gebhart, 1993) y en la tolerancia a la 
morfina (Kolesnikov y col., 1993). La inhibición del NO también se ha detectado 
que dificulta la capacidad de aprendizaje, la visión, el apetito, el comportamiento y 
el olfato (Davies y col., 1995). Por otro lado, existen diferentes trabajos que 
indican que el NO regula la liberación hormonal en el eje hipotalámico-pituitario 
(Garthwaite y Boulton, 1995). 
 
El óxido nítrico derivado del endotelio está implicado en la regulación del 
tono de los vasos sanguíneos y en la interacción del endotelio con los diferentes 
elementos formes de la sangre. La estimulación de la liberación de NO se induce 
por muchos agonistas tanto receptor-dependientes como receptor independientes. 
La liberación basal se produce bajo el control de factores humorales, celulares y 
físicos (Moncada y col., 1991; Moncada y col., 1991; Moncada y Higgs, 1993). El 
NO así producido actua de modo diferencial sobre los tejidos venosos y arteriales; 
se ha descrito que los tejidos venosos son los más afectados debido a la carencia 
de producción basal de NO por parte de las células endoteliales venosas, o dicho 
de otro modo, a la liberación basal de NO detectada en las arterias (Ignarro y col., 
1989; Moncada y Higgs, 1993). Las células endoteliales funcionan como 
mecanosensores, transduciendo las fuerzas físicas producidas por el flujo 
sanguíneo a señales bioquímicas que median la respuesta de los vasos (Davies y 
Tripathi, 1993); las respuesta rápidas que se producen están mediadas, en parte, 
por cambios en la producción de NO (Fig.II.3.5). Así, un aumento en el flujo 
sanguíneo da lugar a una dilatación mediada por el NO (Macedo y Lautt 1996a). 
En las células de músculo liso de la arteria pulmonar, el NO actua mediante la 
activación de los canales de potasio tanto dependientes de voltaje como en los 





Además, Yuan y col., (1997) sugieren que entre los mecanismos implicados en la 
vasodilatación de la arteria pulmonar se encuentran la inhibición del aumento de 
calcio intracelular y el aumento en el secuestro de calcio en los reservorios 
intracelulares de las células de músculo liso de dicha arteria. Por otro lado, se ha 
propuesto que el NO producido por la células endoteliales no actua sobre el 
músculo liso de los vasos de resistencia, sino que su mecanismo de actuación es 
de tipo presináptico sobre el sistema nervioso parasimpático de modo que 
suprime la liberación de norepinefrina descendiendo, por tanto, la 
vasoconstricción (Kvetnansky y col., 1997; Macedo y Lautt, 1994; 1996b).  
 
El NO es uno más de los muchos tromboreguladores existentes, los 
cuales se definen como aquellas substancias fisiológicas que modulan las fases 
tempranas de la formación de trombos sanguíneos. Así, el NO reduce la 
adhesión, la activación y el reclutamiento de las plaquetas hacia la superficie de 
las células endoteliales (Radomski y col., 1987a,b,c). Además, las plaquetas 
sintetizan NO, el cual regula la reactividad plaquetaria mediante un mecanismo 
feedback negativo (Radomski y col., 1990). El NO también está implicado en las 
interacciones de los leucocitos con la pared de los vasos, pudiendo inhibir la 
agregación de neutrófilos y la liberación de enzimas lisosomales producidos por 
estas células (Davies y col., 1995). Las implicaciones de la via L-arginina-óxido 
nítrico en la fisiología renal han sido puestas de manifiesto recientemente, de 
modo que se ha constatado que el NO participa en la regulación hemodinámica y 
en la función excretora renal (Peer y col., 1996; Reid y Chiu, 1995) mediante la 








































Figura II.3.5. Esquema de los efectos del NO en una sinapsis glutamaérgica del sistema nervioso 
central. La actividad sináptica da lugar a un incremento pre- y postsináptico de los niveles de calcio via 
canales iónicos tanto dependientes de voltage como de transmisor (a). El calcio se une a la 
calmodulina y activa (b) a la isoforma neuronal de la NO-sintasa (NOS). El NO generado por la 
conversión de arginina a citrulina (c) modula la actividad sináptica (d), dilata a los vasos sanguíneos 
(e) e influye en otras muchas funciones celulares por la modificación de proteínas celulares, como por 
ejemplo la guanilato ciclasa (f). El NO también reacciona con radicales superóxido (O2.-) dando lugar a 
peroxinitrito (ONOO-) el cual, en el caso de sobreproducción patológica, puede dañar las células 
próximas, posiblemente iniciando una cascada citotóxica (Wolf, 1997). 
 
Shochina y col. (1997) han examinado la localización ultraestructural de 
las isoformas endotelial e inducible de la NO-sintasa, y de endotelina-1 (ET-1), en 
las arterias coronaría y cerebral basilar de ratas con hipertensión renal, 
detectando un descenso en la proporción eNOS/ET-1 en la arteria coronaria, 
aunque no en la basilar, de los animales hipertensos, sugiriendo la intervención 
del sistema NO/ET (Shepherd y Vanhoutte, 1991; Rubanyil, 1993) en la 
circulación coronaría y cerebral durante la hipertensión renal.  
Puesto que la principal fuente potencial de sobreproducción de óxido nítrico 
en las células de mamíferos es la iNOS, sus implicaciones funcionales serán 
reflejadas en el siguiente apartado. 
 
 
II.3.4.2.Implicaciones patológicas del óxido nítrico. 
 
A nivel del SNC, un aumento en la concentración del NO muestra actividad 
citotóxica, contribuyendo a la neurotoxicidad debida al glutamato tras la activación 





caso el exceso de NO es producido por la activación de la nNOS mediada por los 
receptores NMDA, la isoforma inducible puede ser expresada por las células 
gliales bajo condiciones de inflamación y en periodos isquémicos (Szabó, 1996; 
Moro y col., 1998), siendo esta isoforma inducible similar a la detectada en 
macrófagos estimulados (Riveros-Moreno y col., 1996). 
 
Al contrario que la eNOS y la nNOS, la iNOS no está regulada por los 
niveles intracelulares de calcio de modo que, una vez inducida, se mantiene 
activada constantemente produciendo cantidades elevadas de NO (Gross y Wolin, 
1995). El mecanismo de inducción de la iNOS implica la transcripción del mRNA y 
la biosíntesis de la proteína de novo, procesos que requieren varias horas. En la 
expresión de la iNOS están implicados el factor nuclear kappaB y la activación de 
tirosinas kinasas (Gross y Wolin, 1995). La activación prolongada de la iNOS 
puede requerir el restablecimiento de los niveles intracelulares de L-arginina 
(Schott y col., 1993), habiéndose constatado que los estímulos proinflamatorios 
que inducen a la iNOS también pueden estar asociados con la inducción de un 
sistema de transporte de membrana para la L-arginina (Schmidlin y Wieisnger, 
1995). 
 
De modo general, puede decirse que existen efectos indirectos 
patológicos de las elevadas concentraciones de NO, entre los que se incluye el 
efecto estimulatorio sobre las ciclooxigenasas, dando lugar al aumento en la 
producción de prostaglandinas (Szabó, 1996), reacción que puede estar 
relacionada con la interacción del NO con el centro hemo-hierro localizado en el 
sitio activo del enzima. Otras interacciones adicionales del NO con el centro 
hemo-hierro de otras enzimas incluyen la inhibición de NADH:ubiquinona 
reductasa, NADH:succinato oxidoreductasa, cis-aconitasa, y todos los grupos 
prostéticos Fe-S de las enzimas que los contengan; por lo general estos efectos 
requieren cantidades de NO muy altas y locales, cantidades que también pueden 
dar lugar a la autoribosilación de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 























































FiguraII.3.6. Óxido nítrico y función vascular. El NO se forma en la pared vascular tanto por la 
NO-sintasa constitutiva (cNOS) como por la NO-sintasa inducible (iNOS). La cNOS es activada por 
diferentes agonistas farmacológicos tales como la acetilcolina (Ach), la bradikinina (BK), la serotonina 
(5-HT) y adenosina, y por fuerzas mecánicas tales como el estrés por rozamiento y por flujo. Los 
agonistas farmacológicos actuan a través de proteínas G y efectores secundarios para incrementar las 
concentraciones de calcio intracelular. La difusión del NO procedente de las células endoteliales 
interfiere con la agregación de los hematíes y de las plaquetas, y la adehesión de leucocitos. El NO 
puede almacenarse intracelularmente como nitrosotiol (NO-TIOL) y dinotrosil hierro-cisteína (DNCI). El 
NO actua sobre la guanilato ciclasa soluble (sGC) de las células musculares lisas para dar lugar a 
guanosina 3’-5’cíclica monofosfato (cGMP) e inducir la relajación. Los nitrodilatadores sitémicos 
proporcionan NO a las células endoteliales y musculares lisas. Las células endoteliales también 
producen varios radicales libres de oxígeno los cuales pueden ser bien capturados por el NO o bien 
inactivar al NO. En la sepsis y durante la respuesta inflamatoria sistémica tanto las células endoteliales 
como las musculare lisas pueden ser inducidas para sintetizar iNOS. CaM, calmodulina; THB, 
tetrahidrobiopterina; GTP, guanosina 5’-trifosfato. 
 
Una vía citotóxica adicional es la relacionada con la generación de rupturas 
en hebras simples de ADN mediadas por el NO, o más bien por el peroxinitrito, 
con la activación subsecuente del enzima de reparación ADP ribosiltransferasa 
(PARS), lo que desencadena el mecanismo denominado ‘la hipótesis suicida 
mediada por PARS’ (Zhang y col., 1994, Zhang y Steiner, 1995).  
 
En la actualidad, el dogma de que el NO presenta propiedades tóxicas per 





deberse a la generación de peroxinitrito, un oxidante tóxico que se forma in vivo a 
partir del NO y del superóxido de modo rápido y con difusión limitada (Crow y 
Beckman, 1995; Squadrito y Pryor, 1995). El peroxinitrito y/o el NO pueden 
conducir a la necrosis o a la apoptosis celular (Bonfoco y col., 1995; Brüne y col., 
1995, 1996; Estevez y col., 1995; Mitrovic y col., 1995; Nicotera y col., 1995), de 
modo que parece ser que la exposición sostenida o lo niveles bajos de NO o 
peroxinitrito pueden causar apoptosis, mientras que la exposición repentina a 
concentraciones elevadas de una de estas dos moléculas puede dar lugar a la 
muerte celular por necrosis (Bonfoco y col., 1995; Nicotera y col., 1997a,b). 
 
Entre las implicaciones patológicas del NO en el SNC (revisado en Szabó, 
1996) se encuentran el accidente cerebrovascular y los episodios epilépticos, 
patologías en donde los estudios aún son en cierto modo contradictorios, la 
inflamación aguda del SNC debidas a infecciones virales o bacterianas, donde se 
detecta la inducción de la iNOS con posibles implicaciones defensivas, y los 
desórdenes neurodegenerativos crónicos y autoinmunes, tales como la esclerosis 
múltiple desmielinizante crónica, la enfermedad de Alzheimer y el SIDA, 
enfermedades en las que el NO y el peroxinitrito pueden jugar un papel tóxico. 
 
La vía L-arginina-óxido nítrico también está implicada en otros mecanismos 
patofisiológicos, como lo son las enfermedades vasculares y la arteriosclerosis 
(Böger y col., 1996; Bult, 1996; Umans y Levi, 1995). Puesto que se requiere una 
liberación basal de NO para la homeostasis de la presión sanguínea en 
mamíferos (Moncada y col., 1991; Moncada y Higgs, 1993), la inhibición del NO 
aumenta la presión arterial sistémica y los activadores del NO la disminuyen. En 
los episodios de hipertensión aguda inducida en modelos animales, la relajación 
dependiente de endotelio se pierde, probablemente debido a la presencia de 
radicales libres de oxígeno, pues puede ser restablecida por la administración de 
quelantes de radicales libres (Nakazono y col., 1991). En modelos animales de 
hipertensión crónica y en pacientes con hipertensión, la relajación derivada de 
endotelio y mediada por agonistas se reduce, así como la liberación basal de NO 





presión sanguínea está inversamente relacionada con la magnitud de la 
disfunción en la relajación mediada por endotelio (Rubanyi, 1991). Las 
implicaciones patológicas unidas a la síntesis de NO en la aterogénesis han sido 
revisadas recientemente (Böger y col., 1996; Bult, 1996; Cooke y Tsao, 1997). 
 
La disfunción endotelial se considera como un elemento intrínseco en la 
patogénesis de las angiopatías diabéticas, habiéndose sugerido que existe una 
alteración en la relajación dependiente de endotelio en los pacientes diabéticos 
(Rubanyi, 1991; Ruderman y Haudenschild, 1984). La presencia de 
concentraciones elevadas de glucosa en sangre pueden dar lugar a la 
glicosilación de proteínas celulares y productos finales de glicosilación que, a su 
vez, pueden inhibir al NO directamente y alterar la señal de transducción de las 
vías que estimulan la síntesis de NO (Bucala y col., 1991). 
 
La inactivación del NO mediada por hemoglobina ha sido implicada en los 
espasmos vasculares cerebrales tanto en la hipoperfusión cerebral como en 
procesos que pueden ocurrir tras una hemorragia subaracnoidea (Faraci y Brian, 
1994). Aunque el aumento en el flujo sanguíneo cerebral que ocurre tras la 
hipoxia no está mediado por el NO (Faraci y Brian, 1994), el NO parece ser el 
responsable de la vasodilatación asociada con la hipercapnia (Iadecola, 1993). En 
la isquemia cerebral, la concentración de NO aumenta a los pocos minutos, 
disminuyendo gradualmente a continuación (Dalkara y Moskowitz, 1994); en la 
reperfusión, los niveles de NO se elevan de nuevo (Malinski y col., 1993). En 
general, la relación entre los procesos de isquemia-reperfusión y la via L-arginina-
NO han sido revisados recientemente (Clemens y col., 1997; Nonami, 1997). 
 
El NO también está implicado en la hiperplasia de la capa íntima arterial 
que se produce en los tratamientos angioplásticos, los cuales se llevan a cabo 
cuando aparecen lesiones arteriales oclusivas (Shimokawa y col., 1987, 1989), de 
modo que el endotelio regenerado muestra un descenso en la capacidad de 
vasodilatación mediada por endotelio, que a su vez resulta de la pérdida de la 






 Uno de los mecanismos de actuación del NO en situaciones patológicas 
que ha sido más estudiado es su implicación en los procesos de inflamación 
aguda y crónica, en el síndrome de respuesta inflamatoria sistémica y en la sepsis 
(Nussler y Billiar, 1993; Cobb y Danner, 1996). Los monocitos sanguíneos 
periféricos, los macrófagos alveolares, las células de Kupffer y los neutrófilos, son 
capaces de producir NO una vez estimulados (Nathan, 1992; Riveros-Moreno y 
col., 1996). El NO así producido, proveniente de la combinación de las células 
productoras citadas incluyendo el endotelio, intensifica la respuesta de 
vasodilatación, la formación del edema, y la modulación de las terminaciones 
sensitivas cruciales en la respuesta inflamatoria. Los efectos que se detectan 
pueden ser prevenidos con el tratamiento con glucocorticoides, que inhiben la 
inducción de la iNOS, y mediante el uso de inhibidores de la NO-sintasa. 
 
La endotoxina bacteriana, LPS, induce a la iNOS e incrementa la síntesis 
de NO en las células del músculo liso venoso, en cardiomiocitos y en endocardio, 
conduciendo a la disfunción cardiaca (Morris y Billiar, 1994). En el shock 
endotóxico, el aumento en la producción de NO parece estar relacionado con los 
niveles de hipotensión (Brady y Poole-Wilson, 1993). El shock séptico es una 
cascada de eventos mediados por citoquinas que da lugar a una hipoperfusión y a 
la disfunción de los órganos. Cuando se produce un fallo sistémico multiorgánico, 
se manifiesta una disfunción hepatocelular que parece ser el resultado de la 
producción de NO inducida por citoquinas, a través de la iNOS, las cuales son 
principalmente liberadas por los macrófagos y células de Kupffer (Morris y Billiar, 
1994). Los macrófagos sintetizan NO, y las elevadas concentraciones del NO son 
las responsables de la citotoxicidad atribuida a este tipo celular frente a las células 
tumorales y a las bacterias (Hibbs y col., 1988; Nathan y Hibbs, 1991). Los 
mecanismos de citotoxicidad del NO son la interacción con los sítios de unión a 
hierro de las enzimas del ciclo respiratorio y de las vías de síntesis de ADN 
(Moncada y col., 1991; Moncada y Higgs, 1993). Además, hay que tener en 
cuenta que la expresión prolongada de la iNOS en macrófagos infiltrados puede 





Curtis y Pabla, 1997) y en la diabetes mellitus tipo I (Kolb H y Kolb-Bachofen V, 
1992a; Kröncke y col., 1993; Pierce y col., 1997; Wu, 1995). Por último, en la 
actualidad se sugiere que la inmunidad no específica está asociada con la 
inducción de la iNOS (Hoffman y col., 1990; Kolb y Kolb-Bachofen, 1992b; Morris 
y Billiar, 1994). 
 
En la figura II.3.7 se muestran de modo esquemático las implicaciones 



























FiguraII.3.7. Óxido nítrico y patologías. El NO juega un papel central en la patofisiologia de las principales 
enfermedades cardiovasculares tales como la arterioesclerosis, la hipertensión y la diabetes, y existen 
muchas alteraciones clínicas que pueden estar relaccionadas con la disfunción del NO, tanto por un aumento 
en su formación como por un descenso de la misma. cNOS, NO-sintasa constitutiva; iNOS, NO-sintasa 






II.3.4.3. La influencia en la vía L-arginina-NO como potencial terapéutico. 
 
Como se ha descrito en el apartado anterior, en diferentes condiciones 
clínicas está implicada la producción reducida del NO. En todas aquellas 





afectada, puede ser interesante mimetizar o intensificar su producción fisiológica. 
Esto puede realizarse por diferentes vías, incluyendo la administración directa de 
NO, el uso de compuestos donantes de NO, la estimulación de receptores ligados 
a la vía L-arginina-NO, el aumento de la acción del NO endógeno, o la 
suministración de substratos adicionales para su síntesis (Moncada y Higgs, 
1995). Por otro lado, la inhibición de la síntesis de NO puede ser beneficiosa, 
pues su sobreproducción, bien por sobreactividad de las isoformas constitutivas, 
bien por la inducción de la iNOS, se ha constatado en diferentes procesos 
patológicos. Para ello, se están utilizando inhibidores de la NOS, la inhibición de 
la inducción de la isoforma Ca2+ independiente, o la inhibición de las isoformas 
constitutivas (Moncada y Higgs, 1995). Por lo general, los intentos iniciales de 
manipular la vía L-arginina-NO están demostrando el potencial terapéutico de 
algunas de las intervenciones (Böger y col., 1996; Bult, 1996; Cobb y Danner, 
1996; Cooke y Tsao, 1997; Karatinos y col., 1995; Kilbourn, 1996; Mizutani y 
Layon, 1996; Moncada y Higgs, 1995), por lo que no es de extrañar que en un 
futuro próximo se desarrollen medicamentos seguros y efectivos para el 
tratamiento de estas patologías. El principal reto se encuentra en la distinción 
entre las funciones fisiológicas y protectoras del NO, que deben mantenerse o 
intensificarse, y las patológicas, que deben eliminarse, de modo que no se 
produzcan efectos secundarios adversos. 
 
II.3.4.4. Óxido Nítrico y fisiopatología vascular 
 
Actualmente, con el descubrimiento de la enzima óxido nítrico sintasa 
(NOS), productora del óxido nítrico (NO), como potente agente vasodilatador, 
entre otras funciones, se crea la posibilidad de poder abordar con éxito una 
importante investigación que tenga como finalidad conocer el papel que el NO 
juega en la fisiopatología vascular. 
 
La eNOS está expresada principalmente en las células endoteliales de los 






Medidas bioquímicas han demostrado que esta enzima (nNOS) está 
presente en altas concentraciones en el cerebelo, hipocampo, hipotálamo y 
cerebro medio.(Forstermann y cols.1990). 
 
La isoforma iNOS ha sido purificada en el citosol de los macrófagos. 
También ha sido localizada en células cebadas, neutrófilos, hepatocitos, células 
musculares lisas de la pared de los vasos, en células tumorales y células 
endoteliales y recientemente en neuronas y células gliales del SNC. (Moro y 
cols.1998). 
 
Se conoce bastante bien, tanto en el SNC como en el SNP en estudios 
invivo e invitro que el NO no sólo participa directamente en  diversos mecanismos 
funcionales y protectores, sino también en numerosos procesos neurotóxicos 
(Sancesario y cols.1994).. 
 
Como agente neuroprotector, al NO se le atribuyen diferentes acciones 
fisiológicas: 
• Estimulación de la guanilatociclasa soluble para formar GMPc en la célula 
diana, produciendo la relajación de la pared vascular y con ello la 
vasodilatación y mejora del flujo sanguíneo. (Garthwaite,1998.Moncada y 
cols,1991. Ignarro y Murad, 1995) 
• Bloqueo del incremento de calcio intracelular, mediado por el estímulo del 
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). (Zhang.1995). 
• Inactivación mediante nitrosilación de dicho receptor. 
• Por sus propiedades antioxidantes. (Hogg y cols.1993). 
 
Como efecto neuroprotector inmediato, hemos de tener en cuenta  el 
incremento del NO producido por las células endoteliales a partir de la eNOS justo 
en el momento de iniciarse la hipoxia/isquemia, en un intento de evitar el daño 






De igual modo, también se conoce la participación beneficiosa y activa de 
la nNOS en procesos relacionados con la neurotransmisión y/o neuromodulación, 
en la plasticidad neuronal después de distintos tipos de injuria acontecidos en la 
médula espinal y en episodios de hipoxia cerebral sufrida por fetos a término en el 
momento del parto. (Rodrigo y cols.1998). 
 
Como agente neurotóxico, al NO se le implica directamente en 
mecanismos citotóxicos e independientes de GMPc, tales cómo: 
• Formación de radicales libres 
• Nitrosilación de ácidos nucleicos 
• Roturas del ADN 
• Inactivación de enzimas ferrosulfurados. (Gross y Wolin, 1995). 
 
En este sentido, la hipótesis más interesante relacionada con el efecto 
neurotóxico del NO es la formación de peroxinitritos (ONOO-) como consecuencia 
de su interacción con el anión superóxido. El peroxinitrito puede nitrar, 
directamente o a través de otras especies reactivas de nitrógeno (residuos de 
tirosina en proteínas) lo cual impide las interacciones funcionales de estos 
residuos y pone en peligro la vida de la célula. (Lipton y cols,1993). 
 
 En la patogenia de los procesos hipóxico-isquémicos interviene la 
liberación de aminoácidos excitadores (AAE ), particularmente la liberación de 
GLUTAMATO que actua sobre los receptores NMDA, provocando un aumento del 
Ca2+ en las células diana. (Onley y cols.1991). 
“La conexión entre la liberación de AAE y la activación de la vía L-arginina-
NO por el aumento del Ca2+ intracelular, que activa la nNOS, es la clave que 
justifica la hipótesis de que el incremento excesivo de formación de NO podría ser 
responsable de la neurotoxicidad.” 
 
Durante la hipoxia-isquemia y por diferentes mecanismos, se produce un 






O2-.        Anion superóxido 
H2 O2  Peróxido de hidrógeno 
OH.        Radical hidroxilo 
RO.         Radical alcoxilo 
ROO.     Radical peroxilo 
 
• En situaciones de déficit de O2, el anión superóxido es producido por la 
microglía activada, el ácido araquidónico es liberado desde la membrana 
celular por la fosfolipasa A2 y se producen colateralmente hidroperóxidos 
lipídicos y radicales libres. 
• También en estas circunstancias se da lugar a la entrada de Ca2+, como 
consecuencia de la despolarización de las membranas, pudiéndose 
convertir la xantina deshidrogenasa en oxidasa, para utilizar oxígeno como 
receptor de electrones y liberar también el superóxido.(Halliwell.1992) 
• Como otra fuente de ERO se ha descrito a la propia NOS, que en 
concentraciones subóptimas de L-arginina puede producir O2- y H2O2 
(anión superóxido y peróxido de hidrógeno).(Knowles y Moncada.1994) 
• Por último, se admite que la disminución  de la actividad de la citocromo 
oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial que se produce tras la 
isquemia puede llevar a la liberación de ERO. (Stone.1994). 
 
Para todos estos procesos es necesaria la presencia de oxígeno, lo cual 
nos lleva a pensar que estos fenómenos se producirían si el oxígeno está 
disponible, a partir del período de reperfusión/reoxigenación con un tejido 
dañado.tras lo visto anteriormente es lógico pensar que el aumento de producción 
de NO Y O2- durante la hipoxia-isquemia conlleva a un gran incremento en la 
formación de ONOO-.  
 
Este anión se combina con tioles y ciertas moléculas con grupos –oh 
(glucosa, serina, etc) para formar moléculas que donan no. este mecanismo se 
puede considerar un proceso de detoxificación activa ya que las moléculas 
formadas tienen propiedades citoprotectoras. por eso puede decirse que en 





como es el caso del stress oxidativo causado por la producción excesiva y/o 
prolongada de sustancias oxidantes (incluido el propio ONOO-), las células 
quedan expuestas al efecto pernicioso combinado de estas especies reactivas. 
(moro y cols,1994). 
 
Existen evidencias que nos sugieren que es el ONOO- el responsable de 
los efectos neurotóxicos del NO. (Lipton y cols.1993).  Sin embargo se 
desconocen los mecanismos por los cuales esta molécula produce la muerte 
neuronal. Se propuso que su efecto podría estar relacionado con la inhibición de 
la cadena mitocondrial,(Bolaños y cols.1995). Sin embargo se ha demostrado 
recientemente que el ONOO- no afecta a la función mitocondrial, ya que es 
eficazmente detoxificado. Por ello, es importante estudiar los mecanismos por los 
cuales el ONOO- produce neurotoxicidad, lo cual permitirá además diseñar 
estrategias neuroprotectoras, ya no solo aumentando las defensas antioxidantes 
sino también pudiendo actuar a otros niveles de las secuencias fisiopatológicas. 
 
La formación de nitrotirosina ha sido demostrada en algunos desórdenes 
inflamatorios, lesiones arteroescleróticas y enfermedades neurodegenerativas. 
Aunque la nitración de proteínas ha sido usada como índice de la producción de 
ONOO-, también puede darse en algunos mecanismos independientes del 
ONOO-. (Eiserich y cols.1998). 
 
La nitración de proteínas puede alterar la conformación y estructura de las 
proteínas, su actividad catalítica y la susceptibilidad para su digestión. 
Se ha demostrado que la nitración de los anillos de tirosina de las proteínas 
puede disminuir la efectividad de las proteínas como sustrato de las 
tirosinakinasas. Por ello, atraves de la expresión de nitrotirosina de las proteínas 
se puede valorar el efecto tóxico del NO. 
 
Esto es un proceso irreversible, aunque se ha descrito recientemente una 







Una vez  que se produce la lesión suceden los siguientes acontecimientos: 
 
1. Un aumento de la actividad y expresión de la eNOS  a los pocos minutos 
de producirse la lesión, en un intento urgente de regular por medio de una 
vasodilatación eficaz el flujo sanguíneo cerebral. (Zhang y cols.1994) 
2. Un aumento de la actividad y expresión de la isoforma nNOS que producirá 
un incremento de NO, contribuyendo a medio plazo al daño isquémico en 
el cerebro.(Rodrigo y cols,1998). 
3. Un aumento en la actividad y expresión de la isoforma iNOS, que tiene 
lugar después de varias horas de iniciarse el estímulo hipóxico, con la 
producción de niveles incontrolados de NO, contribuyendo de manera 
decidida al progreso de la patología. (Moro y cols,1998). 
 
Existe un gran número de modelos experimentales en los que se ha 
podido observar que existe una relación directa entre la carencia de O2 y el 
aumento de las isoformas nNOS e iNOS, así como la formación de nitrotirosina. 
 
Los radicales libres y particularmente el NO juegan un papel trascendental 
en el daño celular y tisular que tiene lugar tras procesos patológicos de diferente 
índole. Sin embargo aunque el estrés oxidativo originado por radicales libres 
(entre ellos el propio NO), se incrementa en situaciones patológicas como las 
comentadas, la presencia de estas especies reactivas en las células es 
consustancial con el desarrollo de sus actividades vitales, particularmente las 
derivadas del metabolismo oxidativo que las células deben realizar de forma 
continua en las mitocondrias para generar la energía que necesitan para vivir. 
(Braekman y cols,1999) 
 
Si además se consideran otras fuentes externas, que también pueden 
generar radicales libres, se ha estimado que las células reciben diariamente de 





importantes como los lípidos de las membranas, las proteínas enzimáticas y el 
material genético que las constituyen. (Floyd y Carney, 1992). 
 
Finalmente, las células dañadas irreversiblemente acaban programando 
su propia muerte, bien  a través de mecanismos de necrosis (que normalmente 
ocurre durante una patología) o bien a través de mecanismos  de apoptosis que 
es la forma fisiológica que tienen los seres vivos para eliminar células inservibles 
o transformadas). 
 
Entre los radicales libres causantes de daño oxidativo caben destacar el 
anión superóxido (O2-), el hidroxilo (OH-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el 
propio óxido nítrico (NO) y por supuesto el peroxinitrito (ONOO-). 
 
En todos los mecanismos de muerte celular desencadenados por 
radicales libres, el Ca2+ juega un papel central, ya que un aumento de sus niveles 
citosólicos lleva a la activación no sólo de la nNOS y eNOS como ya hemos dicho, 
sino también de otras enzimas como las fosfolipasas, endonucleasas y proteasas, 
que son responsables de la ejecución del programa de muerte celular. 
 
En cualquier caso, las células presentan sistemas enzimáticos altamente 
específicos para inactivar las especies reactivas de oxígeno y reparar los daños 
que hayan podido causar a las células. Estos sistemas han sido denominados 




• Superóxido dismutasa (SOD) 
• Glutation peroxidasa (GSP) 
• Glutation reductasa (GOR) 
• Glutation transferasa (GST) 






Los genes que codifican estas enzimas, asi como los genes implicados en 
regular su expresión o modificar su función han sido denominados gerontogenes 
por la relación que guardan con el proceso de envejecimiento. Así por ejemplo, se 
sabe que los animales más longevos dentro de su especie, presentan versiones 
extraordinariamente eficaces de la SOD y otros enzimas detoxificantes y que por 
el contrario, determinadas patología asociadas al envejecimiento precoz y 
patológico presentan déficit de estos sistemas. (Liu y cols, 1998). 
 
En la actualidad es cada vez más frecuente asignar a los radicales libres 
una misión primordial en el mecanismo de toxicidad de diversos compuestos 
químicos. Los radicales libres, incluyendo las especies activas de oxígeno, se 
producen tanto en las condiciones fisiológicas normales como en las patológicas. 
En consecuencia las células desarrollan  una serie de sistemas de defensa frente 
a su acción perniciosa. Cuando la generación de especies activas de oxígeno y 
radicales libres sobrepasa la capacidad de los sistemas antioxidantes defensivos, 
se induce una situación de estrés oxidativo que, en mayor o menor grado, puede 




















II.4. FISIOPATOLOGÍA DEL ESTRÉS OXIDATIVO 
 
Se suele admitir que los primeros experimentos controlados que 
demostraron el efecto tóxico del oxígeno sobre los organismos animales fueron 
realizados por Paul Bert a finales del siglo XIX. Sin embargo, Carl Wilhem Sheel 
ya describe por primera vez los efectos negativos del oxígeno sobre los seres 
vivos en 1877. Esto ocurría sólo dos años después de que Sheele y Joseph 
Priestley descubrieran a la vez e independientemente esta molécula. Desde el 
siglo XIX y durante los primeros seis decenios del siglo XX se han ido 
acumulando datos descriptivos sobre la letalidad y las consecuencias patológicas 
de la exposición animal a altas presiones parciales de oxígeno. 
 
En los mamíferos y en el hombre existen tres órganos especialmente 
sensibles in vivo. Si se trata a muchos mamíferos con oxígeno puro a tensiones 
normobáricas se produce la muerte en períodos tan cortos como 72 horas por 
daño al tejido pulmonar, uno de los expuestos a tensiones de oxígeno más altas 
en el organismo, acompañado en las etapas finales de edema y hemorragia. 
(efecto Lorraine-Smith). 
 
La utilización de concentraciones menores de oxígeno (incluso inferiores al 
50%) a presión normal, puede causar ceguera irreversible en niños prematuros 
por daño a la retina. Si se suministra oxígeno puro, pero a presiones hiperbáricas 
(a más de 2-3 atmósferas), aparece una toxicidad aguda sobre el sistema 
nervioso (efecto Paul Bert) que se manifiesta con estados convulsivos que 
recuerdan a la epilepsia y que pueden dar lugar a la muerte según la dosis de 
exposición empleada. Hoy sabemos que el tejido nervioso es altamente sensible 
al oxígeno y su mayor resistencia in vivo en relación al pulmón se debe a su 
menor grado de hiperoxia tisular resultante de la saturación de la hemoglobina a 
presiones parciales del orden de sólo 100 mm de Hg. 
 
A pesar de la gran acumulación de descripciones sobre los efectos nocivos 





de teorías que pudiesen explicar su toxicidad. El primer mecanismo general 
propuesto consistió en suponer que el oxígeno inactivaba enzimas que 
presentaban grupos tiólicos esenciales en su forma reducida, -SH. Aunque este 
mecanismo se ha demostrado experimentalmente para algunas enzimas como la 
nitrogenasa bacteriana, la glutamato descarboxilasa, o la enzima glucolítica 
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (Tjioe G,1972), está claro hoy en día que 
no puede explicar mas que una pequeña parte de los procesos celulares 
alterados por el oxígeno. No deja de ser interesante, sin embargo, que uno de los 
principales sistemas protectores frente a este tipo de inactivación sea el tripéptido 
glutation, una sustancia importante en la defensa frente a los radicales libres. 
 
II.4.1. Radicales libres 
 
Hoy sabemos que la mayor parte del daño oxidativo en los sistemas 
biológicos se debe a que la utilización del oxígeno por las células da lugar a la 
generación de radicales libres. Un radical libre es una molécula o átomo que 
posee un electrón desapareado en su orbital más externo. La teoría de la 
toxicidad del oxígeno por radicales libres fue propuesta por primera vez por la 
investigadora argentina Rebeca Gershman en 1954 como consecuencia de sus 
experimentos con O 2 hiperbárico y de las observaciones previas Ozorio de 
Almeida sobre la similitud de las alteraciones histológicas producidas por el 
oxígeno hiperbárico y por las radiaciones, ya que se sabía que estas últimas 
dañan en gran medida a través de le generación de radicales libres. Rebeca 
Gershman tuvo la habilidad de unir a estas observaciones el concepto clásico 
expuesto por Michaelis en 1940 “toda oxidación o reducción sólo puede 
producirse en pasos de oxidaciones o reducciones de carácter univalente”. Este 
concepto fue desechado debido en gran medida a la oposición  y autoridad de 
Otto Warbug, quien defendía el carácter tetravalente de las oxidaciones biológicas 
como el que hoy sabemos que se da a nivel de la citocromo oxidasa mitocondrial. 
La teoría no recibió un impulso definitivo hasta el descubrimiento de la superóxido 





la existencia y relevancia de un radical libre (el superóxido) en las células 
aerobias. 
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La vía univalente de reducción del oxígeno da lugar a tres formas 
“incompletamente reducidas” del oxígeno entre éste y el agua, el radical 
superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), que no es un radical pero 
puede generarlos y el radical hidroxilo (OH-). El radical superóxido, contrariamente 
a puntos de vista previos, carece de reactividad suficiente para atacar 
directamente a las macromoléculas. Sin embargo, en presencia de trazas de 
catalizadores metálicos como el hierro o el cobre, la combinación del oxígeno y el 
peróxido de hidrógeno en la reacción de Fenton o Haber-Weis da lugar a OH- . 
 
              HABER-WEISS, FENTON 
 
 O2 + Fe 3+                          O2  + Fe 2+ 
 
H2O2 + Fe 2+                     Fe3+ + OH- + OH. 
 





El verdadero papel  del O2 -  en esta reacción es el de actuar como reductor 
del hierro. Como se observa, el O2- necesita al H2O2 para poder producir la 
especie oxidante (OH.), mientras que el H2O2 no necesita al O2- para poder 
hacerlo. Esto, junto con la presencia del H2O2 en las células a concentraciones 
muy superiores a las del O2-, se convierte al peróxido de hidrógeno en una 
especie con gran capacidad para generar daño oxidativo a pesar de no ser un 
radical libre. El OH- es considerado hoy el principal indicador del ataque a todo 
tipo de macromoléculas, aunque existen otros iniciadores propuestos. Esta 
sustancia sin carga neta es una de las especies más reactivas presentes en el 
organismo. Su electrón desapareado puede reaccionar inespecíficamente con 
casi cualquier tipo de molécula a 2 o 3 diámetros moleculares de su lugar de 
formación. La alta reactividad del OH- impide su difusión a largas distancias a 
través de la célula, papel que le correspondería al H2O2. Este último sería, por 
tanto, también responsable de la propagación del daño oxidativo entre fracciones 
subcelulares. Se ha demostrado generación O2- y H2O2 por parte de enzimas y 
mediante la autooxidación de moléculas biológicas en casi todas las fracciones 
celulares incluyendo la citosólica, mitocondrial, peroxisómica, microsómica así 
como en las membranas plasmática y nuclear. La presencia simultánea de estas 
dos sustancias (o solo de H2O2) puede generar OH- en la mayoría de los rincones 
celulares. La necesidad de la presencia de metales de transición en la reacción de 
Fenton convierte al hierro y al cobre (los más abundantes en los sistemas 
biológicos) en agentes esenciales como catalizadores del daño oxidativo. 
 
Por otra parte, si al oxígeno basal (forma triplete), que es un biradical con 
espines paralelos, se le suministra energía suficiente, uno de sus dos electrones 
desapareados sufre una inversión de espín quedando ambos antiparalelos, lo que 
le confiere una gran reactividad (oxígeno singlete). Las reacciones oxidativas en 
las que interviene el oxígeno singlete se manifiestan y son cuantificables por la 
emisión espontánea de quimioluminiscencia de baja intensidad en todo tipo de 
células. La mayoría de los autores han dejado de considerar al singlete como 






II.4.1.2. Fuentes de radicales libres 
 
En los tejidos sanos la fuente principal de radicales libres son las 
mitocondrias. Esto se debe a que estos orgánulos son responsables de más del 
90% del consumo de oxígeno celular y a que los radicales libres en los sistemas 
biológicos proceden siempre, en último término, del metabolismo del oxígeno por 
la vía univalente. De los cuatro complejos responsables del transporte electrónico 
en la cadena respiratoria, se ha observado producción de radicales libres en 
mitocondrias aisladas en el complejo I (Turrens JF, 1980) y en el complejo III 
(Boveris  A, 1976). En el caso del complejo I, los candidatos más probables como 
generadores de radicales libres parecen ser los centros hierro-sulfurados (Herrero 
A, 1997), mientras que en el caso del complejo III se ha debatido intensamente 
sobre si podrían corresponder a la semiquinona (Boveris A, 1976) o al citocromo b 
(Nohl  H, 1986). Entre las posibles consecuencias de esta producción mitocondrial 
de radicales libres se encuentran enfermedades como el Parkinson o el mismo 
proceso de envejecimiento, durante el cual se sabe que el daño oxidativo al ADN 
mitocondrial es mucho más acusado que en el núcleo y parece acumularse 
exponencialmente con la edad. 
 
Cuantitativamente, la segunda fuente principal de radicales libres son los 
fagocitos del sistema inmune. Al encontrarse con un agente infeccioso, las células 
polimorfonucleares y los macrófagos experimentan un aumento muy acusado de 
su consumo de oxígeno llamado "estallido respiratorio". Dicho consumo ocurre 
principalmente en la membrana plasmática donde un complejo enzimático, la 
NADPH oxidasa, se activa y produce radicales de oxígeno a partir de oxígeno 
basal y electrones derivados de la vía de las pentosas ((Bellavite P, 1988)(Morel 
F, 1991). Estos radicales libres contribuyen de forma muy acusada a la 
destrucción o inactivación del agente infeccioso de modo directo, o por 
combinación con halógenos como el cloro para generar agentes extremadamente 







Aunque la producción de radicales libres por los fagocitos es útil para el 
organismo, en muchos procesos patológicos se produce infiltración secundaria de 
éstas células del sistema inmune en los órganos afectados. De este modo, se ha 
propuesto que el daño oxidativo durante la hiperoxia, el síndrome de isquemia-
reperfusión, el ejercicio, la endotoxina en el choque séptico, la esclerosis múltiple, 
el humo del tabaco, las fibras de asbestos u otros procesos puede deberse, en 
parte, a la producción excesiva de radicales libres por las células fagocíticas. Los 
radicales libres también están implicados en la oxidación de las lipoproteínas de 
baja densidad (LDL), lo que es esencial para su fagocitosis por macrófagos que 
los convierte en células espumosas. Dichas células intervienen en la formación de 
la placa arterioesclerótica en las paredes de los vasos sanguíneos, un proceso 
básico que estimula la aparición de enfermedades cardiovasculares. 
 
Muchos de los procesos anteriores  relacionan a los radicales libres con 
procesos dañinos para el organismo. De todos modos, cuando sus niveles se 
controlan adecuadamente, los radicales libres también intervienen en procesos 
útiles para el organismo. Dichos usos útiles  incluyen procesos muy variados 
como la defensa frente a la infección, la detoxificación de xenobióticos, la 
reducción de ribonucleósidos, la carboxilación del glutámico, la señalización 
celular por óxido nítrico, la detección de la pO2 en el cuerpo carotídeo, la 
modulación de segundos mensajeros como el GMP cíclico, las acciones de 
prostaglandinas y leucotrienos, la agregación plaquetaria, la coagulación 
sanguínea, el potencial de membrana etc.(Sevanian A y cols, 1990)(Henry y cols, 
1975). 
Hasta ahora se sabe que el NO interviene principalmente en dos procesos 
biológicos diferentes que son la comunicación intercelular y la actividad citotóxica, 
pero todavía existen controversias sobre los efectos biológicos, beneficiosos o 
perjudiciales que provoca. Así se cree que el NO posee cierto papel como 
scavenger  (“barrendero”), atribuyéndosele por ello un efecto citoprotector. Sin 
embargo, bajo condiciones apropiadas, el NO puede formar un potente 
compuesto oxidante llamado peroxinitrito, con una vida media inferior a un 





Tanto el peroxinitrito como los productos obtenidos tras su degradación, 
son capaces de producir peroxidación lipídica , nitrosilación de moléculas de 
tirosina que regulan la función enzimática y las señales de los segundos 
mensajeros, inactivación de canales de sodio e interacción con numerosos 
metales de transición. 
 
II.4.2. Peroxidación  Lipídica 
 
Todo proceso de peroxidación  de macromoléculas ocurre en tres etapas 
bien definidas: iniciación, propagación y terminación. En el caso más conocido y 
quizás más importante desde el punto de vista de la toxicidad aguda – la 
peroxidación lipídica – la iniciación consiste en la extracción de un electrón de un 
carbono contiguo a un doble enlace por parte de un iniciador como el OH· (Fig.3). 
De entre todas las macromoléculas presentes en los tejidos animales, los ácidos 
grasos poliinsaturados son las más sensibles al ataque por radicales libres debido 
a la posesión de dobles enlaces. Se forma así un radical alquil (L·) que se 
convierte en peroxil (LOO·) por acción del oxígeno y que en varias reacciones, 
como su reducción a hidro peróxido (LOOH), puede dar lugar a la propagación  de 
la peroxidación al generar otro radical alquil (L·) en el ácido graso contiguo en la 
membrana. La propagación explica  el carácter de reacción en cadena de la 
peroxidación lipídica, mediante la cual una sola iniciación puede dañar un gran 
número de moléculas. La reacción se termina por la reacción de radicales(por 
ejemplo de tipo alquil) contiguos, dando lugar a puentes cruzados (L-L), o 
mediante la fragmentación del ácido graso en gran número de productos como el 
malondialdehido (el marcador más ampliamente utilizado), el 4-hidroxinoenal o 
alcanos que aparecen en el aire espirado (base del único método de medida no 
invasivo). Aunque estos procesos se han estudiado fundamentalmente con ácidos 
grasos  insaturados y sus ésteres, parecen darse procesos análogos con otros 
lípidos como los esteroides. Los productos de los lípidos autooxidados son 
normalmente muy complejos porque se pueden formar muchas sustancias 
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Además, los productos de la autooxidación, los hidroperóxidos y los 
peróxidos cíclicos, son a su vez especies muy reactivas, lo que da lugar a la 
formación de productos secundarios. Parte de las investigaciones más recientes 
están enfocadas a aclarar la peroxidación  en sistemas agregados como las LDL. 
En estos modelos se sabe que tanto el tamaño de partícula como la presencia de 
tocoferoles  pueden tener una importancia capital para la cinética de la 
autooxidación (Porter NA y cols, 1995). 
 
El hierro es un estimulador de la peroxidación lipídica, pudiendo participar 
en las reacciones de iniciación o propagación. De acuerdo con esto, la 
desferroxiamina es un potente inhibidor de la peroxidación lipídica estimulada por 
hierro. La peroxidación lipídica inducida por hierro se estimula mediante bajas 
concentraciones de un reductor como el ascorbato ( peroxidación no enzimática), 
o tiene lugar con la participación de NADPH como reductor  y de cadenas de 





peroxidación lipídica puede también ser estimulada por el oxígeno singlete, el 
ozono, o radicales halógenos. Se suelen utilizar muchas técnicas para estimar la 
peroxidación lipídica, como el consumo de oxígeno, la valoración de peróxidos 
mediante yodo o enzimas, valorando dienos conjugados, la producción de 
hidrocarburos volátiles en el aire espirado, la pérdida de ácidos grasos 
insaturados, la producción de quimioluminiscencia, la acumulación de pigmentos 
fluorescentes, la valoración de aldehidos o malonaldehido mediante el test del 
ácido tiobarbitúrico. Todos estos métodos son perfectamente válidos en modelos 
de peroxidación estimulada in vitro, pero tienen problemas de interferencia con 
sustancias no relacionadas con la peroxidación lipídica cuando se aplican a 
materiales biológicos in vivo. Recientemente se ha puesto en marcha la que 
parece ser la única ténica disponible con suficiente sensibilidad y especificidad 
para estudios in vivo: la medida de hidroperóxidos de fosfolípidos  por detección 
quimioluminiscente post-columna tras separación mediante cromatografía líquida 
de alto rendimiento-HPLC. (Miyazawa T y cols.1994) 
 
II.4.3. Sistema respiratorio y estrés oxidativo. 
 
La principal función del pulmón es el intercambio gaseoso. Este 
intercambio de oxígeno y anhídrido carbónico con la sangre se realiza por difusión 
simple. Este proceso se perfecciona porque el área alveolar es grande, por la 
proximidad íntima de los capilares de las membranas alveolares y pulmonares, y 
además por la carencia de fluidos en el espacio alveolar. Se piensa que esta 
sequedad relativa del espacio alveolar puede ser debida a la baja permeabilidad 
del epitelio alveolar ante la presencia de proteínas del plasma y a la habilidad de 
las células del epitelio alveolar para transportar los iones de sodio activamente del 
espacio alveolar a los espacios laterales. 
 
La exposición prolongada de animales a concentraciones altas de gases 
oxidantes daña y perjudica la superficie pulmonar y el epitelio alveolar, 





atelectasia pulmonar, hipoxemia arterial, y finalmente, muerte por fracaso 
respiratorio. 
 
Estas lesiones se han atribuido principalmente al aumento del espacio 
intracelular y a la producción extracelular de especies reactivas de oxígeno, que 
incluyen el anión superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical 
hidroxilo (.OH). De hecho, en la exposición in-vitro de células alveolares tipo II a 
varios de estos oxidantes se produce una disminución en la actividad de la acetíl 
colina y una reducción de la actividad de la aciltransferasa del glicerol-3-fosfato, 
que contiene una enzima sulfhidril que cataliza una de las primeras reacciones de 
la biosíntesis de fosfolípidos. 
 
La contribución exacta y precisa de estas especies reactivas de oxígeno en 
el animal in-vivo en el desarrollo de la lesión epitelial alveolar hoy día todavía no 
está perfectamente aclarada y es discutible. Mientras que el anión superóxido 
(O2-) puede ser directamente tóxico ante determinados blancos biológicos, se ha 
propuesto que la toxicidad in-vivo puede ser debida a su participación como 
agente reductor en la producción del muy reactivo radical hidroxilo (.OH) por la 
reacción de Haber-Weiss, catalizada por el hierro. 
 
El radical libre NO. provoca la relajación del endotelio vascular. Se sintetiza 
enzimáticamente a través de las oxido nítrico sintasas NADPH dependientes a 
partir de la oxidación de la L-arginina. El NO. Provoca la relajación del músculo 
liso activando la guanilato ciclasa soluble e inhibe la agregación plaquetaria y 
adherencia al endotelio, aumentando el GMPc. 
 
Debido a las propiedades vasorelajantes del NO y su rápida inactivación en 
la sangre por su reacción con la hemoglobina, la inhalación de NO se ha 
defendido como un medio para reducir la hipertensión pulmonar y mejorar la 






Frente a este valor terapéutico, hay evidencia que en condiciones 
patológicas en las que se produce un aumento en la producción de radicales 
libres de oxígeno por las células pulmonares, la inhalación o superproducción de 
NO puede dañar las células alveolares y el agente de superficie pulmonar 
(surfactante). 
 
Dado que el NO es un radical libre, puede sufrir una reacción radical-radical 
con el anión superóxido (O2-) para dar lugar a peroxinitrito (ONOO-), que es un 
potente agente oxidante que inicia la conocida peroxidación lipídica de las 
membranas biológicas, la hidroxilación y nitración  de residuos de aminoácidos 
aromáticos y la oxidación del grupo sulfhidrilo de las proteínas. Además el ONOO- 
se puede descomponer para dar lugar a dióxido de nitrógeno (NO2-) y otras 
especies reactivas reaccionando con el radical hidroxilo (OH-) sin la necesidad de 
la presencia de ningún metal para la catálisis 
 
El estímulo siguiente por las citokinas y lipopolisacáridos hace que los 
macrófagos alveolares y las células epiteliales produzcan grandes cantidades de 
NO y O2- en periódos prolongados, actuando como focos de producción de 
ONOO-. Por otro lado, algunos estudios nos hacen pensar que el NO pueda 
disminuir el oxidante en una lesión pulmonar, reduciendo por lo tanto la 
inflamación pulmonar, induciendo enzimas antioxidantes y disminuyendo la 
peroxidación lipídica de las membranas biológicas 
 
La regulación de la síntesis de NO es responsabilidad de mecanismos 
moleculares complejos y aún desconocidos en su totalidad por lo que el 
conocimiento de donde acaban las funciones beneficiosas del NO y cuando 
comienzan las funciones perjudiciales es todavía un tema no aclarado. 
 
El descubrimiento del óxido nítrico ha modificado la comprensión  del papel 







La identificación y regulación de los genes responsables de las oxido nítrico 
sintasas (NOS) nos ayudarán a entender la amplia gama de manifestaciones 
funcionales derivadas del NO como modulador en la perfusión y en la 
citotoxicidad. La reacción del NO con el anión superóxido (O2-) es fundamental 
para entender el papel del NO en la tensión oxidante e inflamación pulmonar. 
 
El NO juega un papel dual en la modificación de la lesión oxidativa, actua 
como un antioxidante, inhibiendo el O2- (anión superóxido) mediante la 
peroxidación lipídica, recogiendo en el papel de basurero al alcoxilo y el radical 
peróxido. Sin embargo, también puede promover la lesión oxidativa de las 
proteínas reaccionando rápidamente con el O2- para formar una especie oxidante 
muy potente como es el peroxinitrito (ONOO-). 
 
Estos resultados, clarifican, en parte, una bibliografía confusa sobre la 
reactividad del NO durante la tensión oxidativa pulmonar proporcionando la 
evidencia que la molécula descrita tiene un papel importante y determinante. 
 
Hay controversia acerca de si el NO se produce por las células humanas. 
Una evidencia es la consistente en la presencia de nitrotirosina en los pulmones 
de niños afectados de enfermedades inflamatorias pulmonares. La nitrotirosina es 
un producto de interacción  de ONOO- con los residuos de tirosina de 
determinadas proteínas. 
 
Estas observaciones confirman que ambos (NO y ONOO-) se producen por 
















































III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
 
El estado actual de la investigación en relación al papel del Óxido Nítrico 
como mediador químico en la respuesta inflamatoria aguda que se produce como 
consecuencia de una quemadura cutánea y/o la inhalación de humos no nos 
permite establecer si el óxido nítrico juega algún papel en el desarrollo de esta 
respuesta inflamatoria. 
 




El Óxido Nítrico puede ser un mediador químico de la respuesta a la inhalación de 
humos y a la quemadura cutánea, sus niveles en fluidos corporales deben variar 
tras esas agresiones y más significativamente cuando se asocian ambas. El óxido 
nítrico es un radical libre y como tal,  es posible que juegue un importante papel 
en la modulación de estos procesos inflamatorios  siendo posible que se produzca 
una modificación de los valores medibles de éste  en la respuesta frente a tales 
agresiones. 
 
Una vez planteada la hipótesis de trabajo, los OBJETIVOS perseguidos para 
comprobarla son los siguientes:  
 
• Diseñar y validar un modelo experimental de inhalación espontánea de humos 
en la rata. 
• Analizar los valores séricos de NO tras quemadura experimental, inhalación de 
humos y asociación de ambas. 
• Analizar los valores de NO en lavado broncoalveolar tras quemadura 
experimental, inhalación de humos y asociación de ambas. 
• Analizar las lesiones histológicas pulmonares tras quemadura experimental, 













































































IV. MATERIAL Y METODOS. 
 
IV.1. Modelo animal. 
 
Para la totalidad del trabajo se ha empleado como modelo animal de 
experimentación la rata raza Wistar, macho, de peso comprendido entre 200 y 
250 gramos. Los mencionados animales han sido estabulados, antes de ser 
intervenidos quirúrgicamente, en jaulas con cinco ratas cada una. Una vez 
realizada la intervención quirúrgica, y hasta el momento del sacrificio, eran 
conservadas en jaulas individuales debidamente etiquetadas. 
 
Todos los procesos de manejo de los animales se han llevado a cabo en la 
Unidad de Cirugía Experimental del Hospital Universitario del Aire. Dicha Unidad 
cumple lo dispuesto por la Directiva 86/609 del Consejo de las Comunidades 
Europeas de 24 de Noviembre de 1986, ”relativa a la aproximación de las 
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros 
respecto a la protección de los animales utilizados para experimentación y otros 
fines científicos”.  En concreto,  se cumplen las indicaciones reflejadas en el 
Anexo II de dicha Directiva en lo que respecta a Instalaciones, Condiciones 
ambientales y Cuidados de los animales. 
 
Por otra parte, durante el trabajo realizado con los animales se han 
garantizado las condiciones dispuestas por el Real Decreto223/1988 del 
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, de 14 de Marzo, sobre protección 
de los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos. Tal como 
dispone dicho Decreto, se ha intentado obtener los resultados perseguidos con el 
menor número de animales y produciendo a los mismos el mínimo grado de dolor, 
sufrimiento, estrés o lesión prolongados. 
 
Tanto antes de la manipulación experimental, como durante el tiempo de 
seguimiento posterior, a los animales se les permitió beber y comer libremente. El 





su parte el alimento consistió en una dieta de mantenimiento administrada en 





Una vez elegido el animal a emplear, se le somete a anestesia general. La 
técnica anestésica empleada consiste en la administración intraperitoneal en el 
cuadrante ínfero-externo de la pared abdominal de una mezcla de Ketamina 
(50mg/ml) y Medetomidina (1mg/ml) en la dosis  de 0,3 ml de Ketamina y 0,1ml de 
Medetomidina por cada 200g de peso del animal. Normalmente una sola dosis es 
suficiente para mantener anestesiado al animal durante todo el proceso, pero si 
éste muestra signos de pérdida de la narcosis se pueden administrar dosis 




IV.2. Grupos y pasos a seguir en cada grupo. 
 
 
Grupo CONTROL: 20 animales. 
1º. Anestesia y canulación venosa. 
2º Extracción de sangre 0 min. 
3º Extracción de sangre a los 30 min. 
4º Extracción de sangre a los 120 min. Y a continuación: 
5º Lavado broncoalveolar. A continuación: 











Grupo QUEMADURA:  20 animales 
1º Anestesia y canulación venosa. 
2º Quemadura. Siguiendo el modelo de quemadura. 
3º Extracción de sangre inmediatamente después. (Suero 0 min.) 
4º Extracción de sangre a los 30 minutos de la lesión. 
5º. Extracción de sangre a los 120 minutos de la lesión. A continuación: 
6º. Lavado broncoalveolar. A continuación: 
7º. Extracción de pulmones. 
 
Grupo INHALACIÓN: 20 animales. 
1º Anestesia y canulación venosa. 
2º Inhalación de humo. Siguiendo el método de inhalación. 
3º Extracción de sangre inmediatamente después. (Suero 0 min.) 
4º Extracción de sangre a los 30 minutos de la lesión. 
5º. Extracción de sangre a los 120 minutos de la lesión. A continuación: 
6º. Lavado broncoalveolar. A continuación: 
7º. Extracción de pulmones. 
 
Grupo INHALACIÓN+QUEMADURA: 20 animales. 
1º Anestesia y canulación venosa. 
2º Inhalación de humo e inmediatamente después, quemadura. 
3º Extracción de sangre inmediatamente después. (Suero 0 min.) 
4º Extracción de sangre a los 30 minutos de la lesión. 
5º. Extracción de sangre a los 120 minutos de la lesión. A continuación: 
6º. Lavado broncoalveolar. A continuación: 










Grupo QUEMADURA+INHALACIÓN: 20 animales. 
1º. Anestesia y canulación venosa. 
2º Quemadura e inmediatamente después, inhalación de humo. 
3º Extracción de sangre inmediatamente después. (Suero 0 min.) 
4º Extracción de sangre a los 30 minutos de la lesión. 
5º. Extracción de sangre a los 120 minutos de la lesión. A continuación: 
6º. Lavado broncoalveolar. A continuación: 
7º. Extracción de pulmones. 
 
 
IV. 3. Modelo de quemadura. 
 
El modelo de quemadura elegido es la escaldadura por sus ventajas en la 
reproducción y control de datos,  superior a otros modelos de quemaduras. 
 
La lesión térmica se realiza en la zona dorsal del animal como a 
continuación se describe: Una vez anestesiado el animal, utilizando una 
rasuradora eléctrica se expone una superficie cutánea  del dorso equivalente al 
30% de superficie corporal total (SCQ); la rata se coloca dorsalmente en una 
celda de malla metálica modulable (fig.IV.1). Esta técnica es una modificación de 
la descrita por Walter en 1968 (Walter HL y cols, 1968). Una vez que el animal es 
inmovilizado con seguridad en la celda de metal, el área dorsal rasurada es 



































Este modelo produce una quemadura dérmica profunda en la superficie 
cutánea expuesta. Histológicamente, la piel quemada con esta técnica muestra 
los signos clásicos de necrosis epidérmica, un infiltrado perivascular difuso, y un 
importante nivel de degeneración del colágeno en la dermis papilar. Este tipo de 
lesión térmica causa en una fase inicial una masiva extravasación de líquidos que 
puede causar la muerte del animal por un choque hipovolémico en las primeras 6-
8 horas si los líquidos perdidos no son reemplazados. Por este motivo es 
necesario administrar un régimen de fluidoterapia de soporte, el cual consiste en 
administrar 1,0 ml de NaCl (0,9%) intraperitoneal inmediatamente después de la 






IV.4. Método de inhalación. 
 
El sistema de inhalación de humos está compuesto por una cámara de 
inhalación, un dispositivo de aspiración, goma de aspirado y caja de combustión 
(fig.IV.2). 
 
La cámara de inhalación tiene 29 cm de longitud, 24 cm de anchura y 15 
cm de altura. El material utilizado es vidrio en todas sus caras excepto la cara 
anterior que es una plancha de hierro. La cara superior es móvil para facilitar la 
introducción del animal. La cara anterior está conectada mediante un tubo de 
cobre de 11 cm de largo por 2 cm de diámetro a la caja de combustión, de acero 
inoxidable, tiene 25 cm de longitud, 9 cm de anchura y 6 cm de altura. La parte 
superior  posee un orificio de 1 cm de diámetro para su ventilación. 
 
La cara posterior de la cámara de inhalación está conectada  mediante una 
goma de caucho de 30 cm de largo al dispositivo de aspirado, que realiza un 
vacío de 25 cm de agua, suficiente para introducir el humo de la combustión 
dentro de la cámara. 
 
La inhalación es espontánea, sin intubación. El animal anestesiado, según 
la técnica descrita anteriormente, se introduce dentro de la cámara. El dispositivo 
de vacío deberá estar en funcionamiento pero con la llave de aspirado cerrada. 
En la caja de combustión se introducen 5 g de polivinilo. Para facilitar su 
combustión, el polivinilo se coloca sobre un lecho de calor compuesto de algodón 
y alcohol que se lleva a combustión durante 60 segundos. Transcurrido este 
tiempo se abre la llave de aspiración y se cerrará de nuevo a los 30 segundos. El 
tiempo de inhalación es de 5 minutos contabilizados desde el momento en el que 
se abre la llave del dispositivo de aspirado. Tras finalizar los 5 minutos se procede 

























IV.5.  Método de lavado broncoalveolar. (fig.IV.3). 
 
El método empleado ha sido el lavado broncoalveolar (LBA) mediante 
traqueotomía. Éste se realiza siempre a los 120 minutos de la lesión, bien sea 
quemadura, inhalación o quemadura más inhalación. Se coloca la rata en 
decúbito supino y se realiza una incisión en la línea media desde la mandíbula 
hasta la parte superior del tórax incidiendo la piel previa eliminación del pelo con 
una rasuradora eléctrica (Primat® AKKU, Moser Alemania). Este proceso expone 
el tejido conectivo, que debe ser disecado instilando solución salina fisiológica. A 
continuación se profundiza en la incisión descubriéndose la capa muscular y las 
glándulas salivares, las cuales se retiran  para localizar y aislar la traquea.  Ésta 
se procura mantener siempre húmeda mediante una gasa impregnada en 
solución salina. Se  realiza  un corte limpio entre dos cartílagos, y se inserta un 
catéter intravenoso (16 Gx2”) que se tendrá afianzado mediante una sutura de 





minutos. Durante todo el proceso se deben cuidar al máximo los riesgos de 
contaminación, tomando para ello las debidas medidas de asepsia. 
 
La adaptación de la cánula se ha procurado que sea perfecta para evitar la 
posible pérdida de líquido de lavado. A través de ésta se instila muy lentamente 
con una jeringa de plástico una solución salina isotónica estéril a temperatura 
ambiente en fracciones sucesivas de 3 ml, hasta introducir un total de 9 ml. 
Treinta segundos después de cada instilación el líquido introducido es recogido, 
para ello la rata se gira 180º, colocándola en posición vertical. Se obtienen dos 
tipos de muestras: 
a) el tubo 0 que es solución salina procedente de la primera instilación. 
b) los tubos 1 y 2 que contienen solución salina procedente de la segunda y 
tercera instilación. 
A continuación se cuantifica el volumen total recogido en el tubo 0 y en el 
tubo 1 + 2 (el tubo 1 y el tubo 2 lo unimos obteniendo el tubo 1 + 2). Entre un 
lavado y otro no transcurre un tiempo superior a 6 segundos. Los tubos utilizados 
son de plástico estéril (poliestireno), para reducir al mínimo la pérdida de 
macrófagos por adherencia a las paredes. Estos tubos se disponen 
inmediatamente en hielo y se traslada a la mayor brevedad  posible al laboratorio 


















IV.6. Método de cuantificación de NO en LBA  
 
           Las dos fracciones del líquido de lavado Fo y F1+2, recogidas en dos tubos 
separados son procesadas de la siguiente forma para determinar la cantidad de 
óxido nítrico en nanomoles/ml: 
 Se determina como contenido de nitrito más nitrato (NO2- + NO3-) 
mediante la reacción de Griess (Green L.C., y cols. 1982). Para ello, las muestras 
se desproteinizan por adición de ácido sulfosalicílico, y se incuban durante 30 
minutos a 4ºC. Tras centrifugación durante 20 minutos a 12.000 x g, se separa el 
sobrenadante, que se incuba en presencia de nitrato-reductasa para la reducción 
de nitrato a nitrito (Drapier J.C., Hibbs J. 1988). A continuación se añade el 
reactivo de Griess a todas las muestras, y se mide su absorbancia a 546 nm, 
utilizando una solución de NaNO2 como estándar.  
 
IV.7. Método de cuantificación de NO en suero sanguíneo 
 
 
IV.7.1. Extracción de sangre. 
 
La extracción de sangre para la obtención de suero sanguíneo y la posterior 
determinación  de óxido nítrico se realiza de la siguiente manera: 
Tras anestesiar a las ratas canulamos la arteria femoral con un venocath de 
calibre nº18 el cual fijamos con sutura de seda 3-0 al tejido subcutáneo y a lo 
largo de todo el proceso llevado a cabo con los cinco grupos de 20 ratas cada 
grupo efectuamos extracciones de 1 ml de sangre en los siguientes tiempos: 
1ª extracción (tiempo 0 min.). Inmediatamente después de producida la lesión. 
2ª extracción (tiempo 30 min.). A los 30 minutos de producida la lesión. 
3ª extracción (tiempo 120 min.). A los 120 minutos de producida la lesión. 
Una vez obtenida la sangre es depositada en tubos de vacio con gel separador de 
suero los cuales son centrifugados  durante 20 minutos a 1200xg . A continuación 








IV.7.2. Determinación de óxido nítrico 
 
Para determinar óxido nítrico en estas fracciones de suero obtenidas se emplea el 
procedimiento expuesto en el punto IV.6 
  
 
IV.8. Método de procesamiento de las muestras pulmonares y valoración de las 
lesiones 
 
Tras finalizar el lavado broncoalveolar, se procede a la apertura de la 
cavidad torácica. Para ello se realiza una incisión transversal en el abdomen al 
nivel o por debajo del apéndice xifoides, la cual debe de coincidir internamente 
con la inserción del diafragma en la arcada costal. 
 
Después de llevar a cabo una ligera tracción del apéndice xifoides, que 
pone al descubierto las vísceras abdominales y diafragma, se procede a 
seccionar la inserción de éste a la arcada costal. Rápidamente se practican dos 
incisiones laterales del peto torácico, con tracción del mismo hacia arriba  y en 
dirección a la cabeza del animal. De esta manera quedan al descubierto los 
pulmones los cuales se extraen y se toman dos tipos de muestras de los distintos 
lóbulos pulmonares. Unas de ellas se conservan en botes de biopsia con una 
solución de formol al 10% para realizar el estudio anatomopatológico y otras se 
introducen en una solución de PBS, conservándose en refrigeración para 
posteriormente realizar microscopía confocal. Tanto unas muestras como otras 












Procesamiento de las muestras pulmonares para anatomía patológica 
 
              Las muestras obtenidas de los pulmones y que habían sido conservadas 
en formol, son incluidas en bloques de parafina realizándose cortes de 5 micras 
de grosor. A continuación se procede a la tinción con la técnica de hematoxilina-




1º. Xilol. 2 minutos.                        9º. Eosina. 1 minuto.      
2º. Xilol. 1 minuto                          10º. Alcohol 96º. 30 segundos.  
3º. Alcohol 99º. 30 segundos.       11º. Alcohol 96º. 30 segundos. 
4º. Alcohol 96º. 30 segundos.       12º. Alcohol 99º. 30 segundos. 
5º. Hematoxilina. 3 minutos.         13º. Alcohol 99º. 30 segundos. 
6º. Agua. 30 segundos.                 14º. Xilol. 1 minuto. 
7º. Agua. 30 segundos.                 15º. Xilol. 1 minuto. 
8º. Agua. 30 segundos. 
 
 
Una vez teñidas y montadas, las muestras fueron observadas con microscopio 
óptico por un patólogo, estableciendo la presencia o ausencia de las siguientes 
variables en los distintos grupos de ratas: 
 
• Edema peribronquial en grandes vías. 
• Edema perivascular en grandes vías. 
• Inflamación peribronquial. 
• Congestión en parénquima distal. 
• Edema en parénquima distal. 
• Atelectasia en parénquima distal. 








Procesamiento de las muestras pulmonares para microscopía con focal: 
 
              Los muestras pulmonares sumergidas en PBS para su conservación 
fueron procesadas de la siguiente forma: Primero fueron fijadas en 
paraformaldehido  al 4% durante 4 horas. Después se lavaron 4 veces en PBS y 
se obtuvieron distintas muestras de, aproximadamente, 500 micras. Los 
fragmentos se tiñeron con IP (para detectar los ácidos nucléicos de las células, es 
decir, como tinción basal del tejido) y con Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) 
para detectar células con gran cantidad de proteínas y las proteínas de la lámina 
basal. Una vez teñidos los cortes, se visualizaron en un microscopio confocal 
MRC 1024 (Bio-Rad, Hemsptead, UK), equipado con dos láseres (Ar y He-Ne). Se 
adquirieron imágenes de las dos fluorescencias en el eje Z y se procedió, 
posteriormente, a su procesamiento mediante el programa Lasersharp (Bio-Rad). 
 
 
Microscopía Confocal.- La característica esencial de un sistema de imagen 
confocal es que la zona de iluminación y la de detección están siempre 
confinadas en un mismo punto del espécimen en cualquier momento. Si el punto 
es tan pequeño que sus límites están impuestos por la difracción, la resolución 
conseguida en este caso es mayor que la obtenida en un sistema convencional. 
La resolución lateral puede acercarse al máximo teórico incrementando 1.3 veces 
la resolución convencional. Sin embargo, la propiedad fundamental y distintiva de 
la imagen confocal es que sólo lo que está enfocado es detectado. Las áreas de 













IV.9. Método estadístico 
 
 




GRUPO  DE RATAS: 
 
Número de caso: 
 
VALORES DE ÓXIDO NÍTRICO OBTENIDOS (nmoles/ml) 
• Lavado broncoalveolar 
Fracción Fo: 
Fracción F1+2: 




   ANATOMÍA PATOLÓGICA 
            Edema peribronquial en grandes vías 
            Edema perivascular en grandes vías 
            Inflamación peribronquial 
            Congestión en parénquima distal 
            Edema en parénquima distal 
            Enfisema en parénquima distal 
            Atelectasia en parénquima distal. 
 








El análisis descriptivo se ha realizado utilizado los estadísticos básicos de 
centralización y dispersión en las variables cuantitativas y la distribución de 
frecuencias para las variables cualitativas.  
 
En la comparación de medias se ha utilizado la prueba  de Student-Fisher 
en el caso de variables independientes binarias y el Análisis de la Varianza si se 
trataba de variables con más de dos categorías realizando igualmente las pruebas 
post hoc necesarias para la comparación entre las diferentes medias. En aquellas 
situaciones en que las variables no se ajustaban a la distribución normal según la 
prueba de Kolmogoroff Smirnoff  se han utilizado las pruebas no parametricas 
adecuadas. 
 
Para estudiar la asociación entre dos variables cuantitativas se han 
calculado los coeficientes de correlación de Pearson o la Tau de Kendall según 
las características de las variables analizadas.  
 
En todos los análisis estadísticos se han considerado significativos 
valores de p<0,05.El procesamiento estadístico de los datos se ha realizado 
mediante el programa informático SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 





















































V.1. Valores de óxido nítrico en las fracciones del lavado broncoalveolar . 
 
 
En las siguientes tablas se representan los valores medios de NO 





        C             Q       I     I + Q     Q + I 
Nº RATAS         20         20         20         20         20 
  MEDIA 
    (  x )       35,50        50,85       73,31            26,34        7,99 
DESVIACIÓN 
     TÍPICA 
          ( Φ ) 
      15,07        23,40      36,54      19,68        3,49 
 
C: grupo control. 
Q: grupo quemadura. 
I: grupo inhalación. 
I+Q: grupo inhalación-quemadura. 
Q+I: grupo quemadura-inhalación. 
 
Tabla V.1. Valores medios de NO (nmoles/ml) en fracción Fo en LBA en los 
distintos grupos de ratas. 
 
 
Se puede observar cómo la media de los valores de NO es mayor en el 
grupo quemadura y aún más en el grupo de ratas inhaladas, siendo menor en el 





































Gráfica V.1. Comparación de los valores de NO (nmoles/ml) en la fracción Fo 
del LBA en los distintos grupos de ratas. 
 
Con referencia al grupo control el valor de NO es mayor de forma 
estadísticamente significativa ( p< 0,05) en el grupo de ratas inhaladas. Un valor 
menor de NO estadísticamente significativo (p<0,05) se produce en el grupo de 
ratas quemadas e inhaladas. 
 
Con respecto al grupo de ratas quemadas obtenemos un valor de NO  
menor y de forma estadísticamente significativa (p<0,05) en los grupos de ratas 
inhaladas-quemadas y quemadas-inhaladas. 
 
Con relación al grupo de ratas inhaladas el valor medio de NO es menor  
de forma estadísticamente significativa (p<0,05) en los grupos de ratas control, 






Al comparar la media del valor de NO del grupo de ratas inhaladas-
quemadas con los otros grupos hay diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05) en relación a todos los grupos excepto con el grupo control. 
 
Finalmente, comparando el valor medio de NO en el grupo de ratas 
quemadas e inhaladas con los otros grupos, hay diferencia estadísticamente 






        C             Q       I     I + Q     Q + I 
Nº RATAS         20         20         20         20         20 
  MEDIA 
    (  x )       45,29       33,90       41,22       22,23        6,83 
DESVIACIÓN 
     TÍPICA 
          ( Φ ) 
      16,60       13,01       14,34        9,42        2,32 
 
C: grupo control 
Q: grupo quemadura 
I: grupo inhalación 
I+Q: grupo inhalación-quemadura 
Q+I: grupo quemadura-inhalación. 
 
 
Tabla V.2. Valores medios de NO (nmoles/ml)  en la  fracción F1+2 en el LBA 
en los distintos grupos de ratas. 
 
 
En la tabla V.2 se puede observar como la media de los valores de NO en 



































Gráfica V.2. Comparación de los valores de NO (nmoles/ml) en la fracción 
F1+2 del LBA en los distintos grupos de ratas. 
 
 
El grupo de ratas quemadas y los grupos de ratas inhaladas-quemadas y 
quemadas-inhaladas  presentan valores  de NO menores que el grupo control 
existiendo diferencia estadísticamente significativa. 
 
Con respecto al grupo de ratas quemadas, hay también un valor medio de 
NO menor estadísticamente significativo (p<0,05) en los grupos de ratas 
inhaladas-quemadas y quemadas-inhaladas. 
 
El valor medio del NO en el grupo de ratas inhaladas es mayor de forma 
estadísticamente significativa con relación a los grupos de ratas inhaladas-
quemadas y quemadas-inhaladas. 
 
Finalmente, el valor medio de NO en los grupos de ratas inhaladas-





(p<0,05) en relación al resto de grupos, salvo en el caso del grupo de ratas 
inhaladas-quemadas en el que el valor del NO es superior de forma 
estadísticamente significativa (p<0,05) al valor medio del NO en el grupo de ratas 




V.2. Valores de óxido nítrico en suero sanguíneo. 
 
 
En las siguientes tablas se representan los valores medios de NO 
(nanomoles/ml), obtenidos en suero sanguíneo en los distintos grupos de ratas y 




        C             Q       I     I + Q     Q + I 
Nº RATAS         20         20         20          20         20 
  MEDIA 
    (  x )      54,70       39,96      163,79      108,34        9,42 
DESVIACIÓN 
     TÍPICA 
          ( Φ ) 
     18,12       17,49       82,09       29,24        7,07 
 
C: grupo control. 
Q: grupo quemadura. 
I: grupo inhalación. 
I+Q: grupo inhalación-quemadura. 
Q+I: grupo quemadura-inhalación. 
 
Tabla V.3. Valores medios de NO (nmoles/ml)  en suero sanguíneo de ratas 
en condiciones basales.                     
                   
 
 
El valor medio de NO en el suero sanguíneo de los grupos de ratas en 





es mayor en los grupos de ratas inhaladas e inhaladas-quemadas y menor en los 





























Gráfica V.3. Comparación de los valores de NO (nmoles/ml) en el suero 
sanguíneo inmediatamente después  de haber sido producida la lesión en 
los distintos grupos de ratas. 
 
El valor medio del NO en los grupos de ratas inhaladas e inhaladas-
quemadas es mayor  de forma estadísticamente significativa (p<0,05) con relación 
al grupo control y el  valor de la media de NO es menor de forma estadísticamente 
significativa en el grupo de ratas quemadas-inhaladas con respecto al control. 
 
El valor del NO en el grupo de ratas quemadas es inferior de forma 
estadísticamente significativa (p<0,05) con relación a los grupos de ratas 
inhaladas e inhaladas-quemadas y mayor de forma estadísticamente significativa  






En el grupo de ratas inhaladas el valor medio del NO es superior con una 
p<0,05 con respecto a todos los demás grupos excepto con relación al grupo de 
ratas inhaladas-quemadas. 
 
Con el grupo de ratas inhaladas-quemadas sucede lo mismo excepto con 
relación  al grupo de ratas inhaladas. 
 
Finalmente, el valor de la media de NO en el grupo de ratas quemadas-
inhaladas es inferior de forma estadísticamente significativa (p<0,05) al valor del 





       C             Q       I     I + Q     Q + I 
Nº RATAS         20          20         20         20         20 
  MEDIA 
    (  x )       54,70       51,59     277,84      107,03       12,44 
DESVIACIÓN 
     TÍPICA 
          ( Φ ) 
      18,12       19,23     213,16       32,34        7,25 
 
 
C: grupo control. 
Q: grupo quemadura. 
I: grupo inhalación 
I+Q: grupo inhalación-quemadura. 




Tabla V.4. Valores medios de NO (nmoles/ml) en suero sanguíneo de ratas a 
los treinta minutos  de producida la lesión.                   
 
En la tabla podemos ver que el valor del NO es mayor en los grupos de 
ratas inhaladas e inhaladas-quemadas, siendo inferior en los otros dos grupos con 
































Gráfica V.4. Comparación de los valores de NO (nmoles/ml) en el suero 




Con relación al grupo control hay un mayor valor medio de NO 
estadísticamente significativo (p<0,05) en los grupos de ratas inhaladas e 
inhaladas-quemadas y un menor valor estadísticamente significativo en el grupo 
de ratas quemadas-inhaladas. 
 
El grupo de ratas quemadas presenta un valor medio de NO superior de 
forma estadísticamente significativa (p<0,05) al del grupo de ratas quemadas-
inhaladas e inferior y estadísticamente significativo al valor medio en los grupos 
de ratas inhaladas e inhaladas-quemadas. 
 
El grupo de ratas inhaladas tiene un valor medio de NO que es superior de 






Lo mismo sucede con el grupo de ratas inhaladas-quemadas, en el que el 
valor medio de NO es superior de forma estadísticamente significativa (p<0,05) al 
resto de grupos excepto con relación al grupo de ratas inhaladas que es inferior 
de forma estadísticamente significativa ,con una p<0,05. 
 
El valor del NO en el grupo de ratas quemadas-inhaladas es inferior  de 





        C             Q       I     I + Q     Q + I 
Nº RATAS         20         20         20         20         20 
  MEDIA 
    (  x )       54,70       78,78      166,00       94,67        8,74 
DESVIACIÓN 
     TÍPICA 
          ( Φ ) 
      18,12       32,33       47,33       46,28        9,25 
 
 
C: grupo control. 
Q: grupo quemadura. 
I: grupo inhalación. 
I+Q: grupo inhalación-quemadura. 




Tabla.V.5. Valores medios de NO (nmoles/ml) en suero sanguíneo de ratas a 
los ciento veinte minutos de producida la lesión. 
 
 
En la tabla V.5. vemos que el valor del NO es mayor en los grupos de 



































Gráfica V.5. Comparación de los valores de NO (nmoles/ml) en el suero 
sanguíneo en los distintos grupos de ratas a los 120 minutos después de 
producir la lesión.  
 
Con relación al grupo control, el valor medio del NO es mayor de forma 
estadísticamente significativa en los grupos de ratas inhaladas e inhaladas-
quemadas y menor de forma estadísticamente significativa (p<0,05) en el grupo 
de ratas quemadas-inhaladas. 
 
En el grupo de ratas quemadas, el valor medio del NO es inferior de forma 
estadísticamente significativa (p<0,05) al del grupo de ratas inhaladas y superior 
con una p<0,05 al del grupo de ratas quemadas-inhaladas. 
 
El valor del NO en el grupo de ratas inhaladas es superior  de forma 





sucede pero al contrario con el grupo de ratas quemadas e inhaladas en el que el 
valor medio del NO es inferior de forma estadísticamente significativa (p<0,05) al 
del resto de grupos. 
 
Finalmente, el grupo de ratas inhaladas-quemadas presenta un valor medio 
de NO que es superior y estadísticamente significativo (p<0,05) al del resto de 
grupos excepto el grupo de ratas quemadas.  
 
 
V.3. Correlación de los valores de NO en LBA y en suero sanguíneo en los 
distintos grupos de ratas. 
 
 
En las siguientes gráficas están representados de forma lineal los valores 
medios de NO (nmoles/ml) obtenidos en el LBA (gráfica V.6) y en suero 











































Gráfica V.6. Representación gráfica de los valores medios de NO (nmoles/ml) en 








En la primera fracción del LBA (F0) y con respecto al grupo control, el valor 
medio del NO (nmoles/ml) en el grupo de ratas quemadas es mayor, teniendo un 
valor aún mayor  en el grupo de ratas inhaladas. 
 El valor del NO (nmoles/ml) con relación al grupo control en el grupo de ratas 
inhaladas-quemadas es menor y todavía menor en el grupo de ratas quemadas-
inhaladas. 
 
En la segunda fracción del LBA (F1+2) se obtiene un menor valor de NO 
(nmoles/ml) con respecto al control en todos los grupos y con el siguiente orden: 
1º:Grupo de ratas inhaladas, 2º:Grupo de ratas quemadas, 3º:Grupo de ratas 















































Gráfica V.7. Representación gráfica de los valores medios de NO (nmoles/ml) en 
suero sanguíneo en los distintos tiempos una vez producida la lesión en los 








El valor medio de NO (nmoles/ml) con respecto al grupo control en el grupo 
de ratas quemadas es menor en el suero obtenido inmediatamente después de 
producida la lesión y a los 30 minutos, siendo ligeramente superior a los 120 
minutos. En el grupo de ratas inhaladas el valor de la media de NO (nmoles/ml) 
con respecto al control es muy superior en todos los suero sanguíneos obtenidos, 
teniendo el valor máximo en el suero obtenido a los 30 minutos de producida la 
lesión. 
 
En el grupo de ratas inhaladas-quemadas el valor medio del NO  
(nmoles/ml) es mayor que en el grupo control en todos los sueros y en los 
distintos tiempos. 
En el grupo de ratas quemadas-inhaladas el valor medio del NO (nmoles/ml) es 































     V.4. Resultados de histología pulmonar en los distintos grupos. 
 
Para valorar histológicamente las lesiones agudas provocadas se 
analizaron las siguientes variables en todos los pulmones de las ratas 
pertenecientes a los distintos grupos: 
 
Edema peribronquial en grandes vías 
Edema perivascular en grandes vías 
Inflamación peribronquial 
Congestión en parénquima distal. 
Edema en parénquima distal. 
Atelectasia en parénquima distal. 
Enfisema en parénquima distal. 
 
Como resultado del estudio de estas variables observamos (gráfica V.7.) 
que el grupo de ratas inhaladas presenta como resultados estadísticamente 
significativos un edema perivascular en grandes vías (figura V.3), congestión en el 
parénquima distal (figura V.2) y atelectasia en parénquima distal (figura V.1). 
 
Histológicamente  si a la lesión respiratoria por inhalación de humos se 
asocia una quemadura observamos que se produce enfisema en parénquima 
distal en el grupo de ratas inhaladas-quemadas y edema y enfisema en el 
parénquima distal en el grupo de ratas quemadas e inhaladas aunque estas 
































Gráfica V.7. Resultados de la histología pulmonar en los distintos grupos de 
ratas. 
 
GV.ed.pb: Edema peribronquial en grandes vías 
GV.ed.pv: Edema perivascular en grandes vías 
Br.inf.pb: Inflamación peribronquial 
Pd.cong: Congestión en parénquima distal. 
Pd.edem: Edema en parénquima distal. 
Pd.atelec.: Atelectasia en parénquima distal. 















                           
 
Figura V.1.  Corte de pulmón de rata perteneciente al grupo de ratas 
inhaladas, teñido con HE (10X). Se aprecia congestión y colapso de 





                           
 
Figura V.2. Corte de pulmón de rata perteneciente al grupo de ratas 
inhaladas, teñida con HE (4X). Se observa dilatación y rotura de espacios 
alveolares, formando focos de enfisema. Los vasos y capilares presentan 











                          
 
 
Figura V.3. Corte de pulmón de rata perteneciente al grupo de ratas 





















V.5. Resultados de la microscopía confocal en los distintos grupos. 
 
Las siguientes figuras corresponden a imágenes obtenidas mediante 
microscopía confocal y que corresponden a los pulmones de las ratas 
pertenecientes a los distintos grupos. La tinción se realiza con IP y FITC como 
marcador. El yoduro de propidio (IP) se utiliza como tinción general. Las células 
con fluorescencia verde amarillenta corresponden a macrófagos, los cuales se 
distribuyen entre los espacios alveolares. La identificación de los macrófagos se 


















Figura V.4. Imagen obtenida mediante microscopía confocal de un pulmón 
perteneciente al grupo control. No se advierte ninguna alteración 

































Figura V.5. Imagen obtenida mediante microscopía confocal de un pulmón 
perteneciente al grupo de ratas sometidas a quemadura. Destacamos la 
ligera disminución de macrófagos con relación al grupo control. El 





































Figura V.6. Imagen obtenida mediante microscopía confocal de un pulmón 
perteneciente al grupo de ratas sometidas a inhalación. Morfológicamente 
se puede observar congestión y atelectasia. Cabe destacar el gran número 
de macrófagos con relación a los dos grupos anteriores (control y 






























Figura V.7. Imagen obtenida mediante microscopía confocal de un pulmón 
perteneciente al grupo de ratas sometidas a inhalación y quemadura.  
Morfológicamente se observa congestión y enfisema. El número de 
































Figura V.8. Imagen obtenida mediante microscopía confocal de un pulmón 
perteneciente al grupo de ratas sometidas a quemadura e inhalación. 
Morfológicamente se observa congestión, edema, atelectasia y enfisema. 












































































Al igual que los ratones, las ratas comenzaron a producirse, con miras a 
que sirvieran de reactivos biológicos, a mediados del siglo XIX, llegando a ser los 
más utilizados, después del ratón blanco, a partir de 1900. Anualmente se utilizan 
en Estados Unidos unos diez millones de estos animales. La rata pertenece al 
género rodentia, familia muridae, género rattus: Rata norvegicus, variedad albina. 
Entre las estirpes de mayor interés en el campo de las ciencias biológicas se 
encuentran las siguientes: Sprague-Dawley, Wistar y Long-Evans. La primera, 
albina, de cabeza fina y cola larga, es muy prolífica, mientras que la Wistar, 
también albina, tiene la cola más corta que el cuerpo, las orejas más largas que 
aquella, y sus camadas son más reducidas. Por fín, la Long-Evans , de tamaño 
más reducido que las anteriores, es de cuerpo blanco pero cabeza, cuello y 
hombros negros. La estirpe Sprague Dawley  es muy susceptible a las afecciones 
respiratorias, mientras que la Wistar presenta una sensible resistencia a gran 
número de infecciones, especialmente respiratorias y cutáneas.  
 
Este hecho, junto a la facilidad de manejo y disección de este animal así 
como su disponibilidad, hace que sea la rata Wistar el modelo animal elegido para 






VI.2. Elección del modelo de quemadura. 
 
El modelo de quemadura elegido es el modelo publicado por nuestro grupo  
de trabajo (Santos FX y cols. 1996.). Con este modelo provocamos una 
quemadura dérmica profunda que afecta a un 45% de la superficie corporal 
animal. 
 
Para el estudio experimental de las quemaduras se necesita el empleo de 
diferentes modelos animales para reproducir las condiciones fisiopatológicas.  Los 
principales modelos animales y su manipulación son presentados con arreglo a la 
experiencia de distintos autores. El animal empleado más frecuentemente es la 
rata Wistar a causa de su disponibilidad, bajo precio, resistencia a las infecciones 
y la posibilidad de reproducir los diferentes tipos de quemadura. La forma más 
fácil de provocar una quemadura dérmica experimental es la escaldadura. Este 
método es ideal para reproducir todos los tipos de quemadura porque ofrece la 
posibilidad de variar la temperatura del agua, el tiempo de exposición y la zona 
quemada. Para las quemaduras eléctricas es necesario utilizar, normalmente, 
animales superiores para obtener lesiones comparables a las quemaduras 
observadas en el hombre. Para evaluar la profundidad, en el modelo utilizado, se 
utiliza la escala de Suzuki (Suzuki y cols.1991) que establece parámetros 
histológicos objetivos para las lesiones. Sobre la base de esta escala, el modelo 
de quemadura por escaldadura es el más frecuentemente utilizado, provocando 
lesiones dérmicas superficiales o profundas según el tiempo de exposición y la 
temperatura. Para que los modelos de quemadura experimentales puedan ser 
homologados y considerados comparables, es preciso que sean reproducibles por 
otros autores, que produzcan resultados consecuentes y que sean simples de 
realizar y si es posible, económicos. Esta condición final del bajo precio puede ser 
fácilmente llevada a cabo con el modelo descrito, ofreciendo la posibilidad de 
realizar experimentación en el campo de las quemaduras a otros Centros y 









Modelos de  quemaduras experimentales   
   
En nuestra Unidad nosotros hemos usado distintos modelos de quemadura 
experimentales para el estudio de la respuesta local y sistémica a la agresión.   
El modelo termal que preferimos es la escaldadura. En nuestra opinión este 
modelo ofrece las condiciones de facilidad, fiabilidad y economía que lo hacen 
superior a los demás.  Este modelo inflinge una quemadura dérmica profunda en 
el área cutánea expuesta. Histológicamente, la piel quemada  muestra las señales 
clásicas de necrosis epidérmica, infiltrado perivascular difuso, y un nivel 
importante de degeneración de colágeno en la dermis  papilar. El modelo permite 
la variación en tiempo de  exposición y temperatura del agua con el fin de obtener 
lesiones termales de profundidades diferentes.   
 
Este tipo de lesión termal causa en una fase inicial  extravasación de 
líquido que puede llevar a la muerte del animal a consecuencia de choque 
hipovolémico a menos que en las primeras 6-8 horas postquemadura se 
reemplacen los líquidos perdidos. En base a esto, nosotros administramos 1 ml de 
NaCl 0,9%  intraperitoneales inmediatamente después de producida la 
quemadura.   
 
En el segundo método de quemadura termal usado en nuestra Unidad  la 
lesión se produce por medio del contacto directo. Nosotros usamos el modelo 
descrito por Feifel, 1992. La parte dorsal del animal se afeita y con un disco de 
cobre (4 centímetros de diámetro) calentado a 250º C, se aplica en la superficie 
tantas veces sea necesario para quemar el área deseada. El inconveniente mayor 
de este método es la dificultad de asegurar una presión constante del disco en la 
piel en las aplicaciones sucesivas, siendo casi imposible  obtener una quemadura 






En 1991 Suzuki describió un método de quemadura basado en el contacto 
de la piel con una cámara  a través de la cual circula agua a una temperatura 
predeterminada. Esto permite la aplicación de una presión constante de 10 g/cm2. 
La gran ventaja de este modelo es la posibilidad de variar la temperatura  y 
tiempo de exposición, y también de aplicar más o menos presión de contacto, lo 
cual  hace posible agregar  isquemia a la lesión termal. 
 
El estudio experimental de quemaduras químicas en el pasado presentó el 
inconveniente de la difusión incontrolable del agente químico más allá del área en 
la que era aplicado. Esto, impidió la disponibilidad de un modelo contrastable y 
uniforme. Sin embargo, en 1994 Kim  y cols. describieron un modelo para el 
análisis experimental de los efectos de agentes químicos en la piel. Este modelo 
consiste en un hemicilindro de teflón con una ventana en el centro. La rata se 
coloca en posición dorso-ventral  con el objetivo de adherir el dorso firmemente al 
hemicilindro de teflón, impidiéndo así que el agente químico escape más allá de 
los límites de la ventana abierta.   
 
Con este modelo es posible probar agresores químicos diferentes y, 
variando la superficie superficial expuesta, evaluar las respuestas locales y 
sistémicas. 
 
El estudio de quemaduras eléctricas generalmente requiere la utilización de 
animales superiores para permitir la aplicación de corrientes eléctricas con  
efectos similares a los que producirían en las personas. Posiblemente el estudio 
más completo de los efectos de la aplicación experimental de corriente eléctrica 
se publicó en 1988 por Zelt y cols . Estos autores, aplican corrientes eléctricas (40 
Kj, 3500 V y 4,2 amperios) durante 2,5 segundos en las extremidades anteriores 
de primates. La parte más interesante de su trabajo es el análisis exhaustivo de 
los efectos de estas corrientes. Ellos realizaron un análisis histológico de la piel y 
músculo que reveló necrosis celular. Al mismo tiempo realizaron una angiografía, 
demostrando el estrechamiento segmentario  de troncos vasculares grandes con 





estudios de conducción de los nervios cubitales demostraron una pérdida de la 
conducción sin posibilidad de recuperación. A pesar de esto, no observaron 
ninguna evidencia de necrosis progresiva. 
  
   
   
Evaluación de la profundidad de la quemadura   
 
Antes de homologar cualquier modelo experimental para el estudio de 
quemaduras, es necesario definir el tipo de quemadura que produce. Para esto, 
se necesita un número específico de animales control en los que la profundidad 
de la lesión termal es histológicamente verificada. En nuestra experiencia, el 
modelo de Suzuki (Suzuki y cols.1991) es el más simple y permite una buena 
comparación  entre las muestras. Esta modelo establece cuatro grados de 
profundidad de la quemadura. El primer grado corresponde a una quemadura 
epidérmica con vasodilatación simple e infiltración perivascular inflamatoria en la 
piel quemada. En el segundo grado se presenta  necrosis epidérmica con 
vacuolización característica y un infiltrado perivascular denso (correspondiendo a 
una quemadura dérmica superficial). En la quemadura dérmica profunda se ve 
una degeneración de colágeno limitada a la dermis  papilar. En el cuarto grado se 
presenta la degeneración de colágeno en los niveles más profundos de la dermis. 
En las quemaduras por escaldadura, que son las más frecuentemente estudiadas, 
las lesiones dérmicas pueden ser profundas o superficiales, dependiendo de la 
temperatura del agua y el tiempo de la exposición.   
   
Obtención y procesamiento de las muestras 
 
Uno de los principales problemas con que se han encontrado los 
investigadores cuando evalúan los resultados de quemaduras experimentales es 
la dificultad de tener a su disposición una protocolo fiable para la recolección de  
las muestras y analizar las repercusiones sistémicas de la lesión. Normalmente, 





diferentes del experimento. También, si se desea administrar cualquier sustancia, 
es necesario tener una buena ruta de acceso. En este caso,  la ruta 
intraperitoneal puede sustituir la ruta intravenosa para la administración de 
drogas. Para la obtención de sangre en un grupo de ratas es tras canalizar la 
vena es posible enterrar un catéter bajo la piel, cerrar la herida y mantener una 
ruta permeable para  estudios a largo plazo.   
 
En nuestra Unidad, antes de producir la quemadura, la vena femoral es 
cateterizada en el animal pre-anestesiado. Con un poco de experiencia este 
procedimiento es fácil de realizar. Un Venocath® del número 18 cortado a una 
longitud de 6 centímetros y con la punta biselada, se inserta a través de la 
bifurcación femoral.  El catéter se anuda a la vena femoral con una sutura de seda 
de 4/0 y se hepariniza con heparina de sodio. En cada extracción que se efectúe, 
debemos despreciar el volumen correspondiente a la cantidad de heparina dejada 
en el catéter. Después de cada extracción el catéter es heparinizado de nuevo y 
cerrado.   
 
 
VI.3. Elección del modelo de inhalación. 
 
El modelo de inhalación utilizado ha sido desarrollado en nuestra Unidad 
de Cirugía Experimental y tiene la ventaja sobre otros modelos existentes en que 
la inhalación de humos se produce  de forma espontánea y controlando una serie 
de variables que para el desarrollo de nuestro estudio son indispensables. 
 
  La mayoría de los modelos experimentales  de inhalación de humos, 
utilizan como animal de experimentación a la oveja. Los animales son intubados o 
traqueotomizados para la administración de humo procedente de la combustión 
de diferentes materiales. Entre estos modelos experimentales caben destacar y a 






Soejima,K. Y cols.2000. utilizando ovejas, éstas efectúan 48 respiraciones 
de humo producido por la combustión de algodón. Booke, M y cols.1997. utilizan 
también ovejas traqueotomizadas las cuales inhalan humo procedente de la 
combustión de tela de algodón, 12 respiraciones repetidas 4 veces. Ogura,H. Y 
cols.1994. utilizan un modelo experimental de inhalación de humo espontánea en 
ovinos. Entre los modelos experimentales en que se utilizan otras especies 
animales destacaremos los siguientes: 
 
Ischiropoulos,H. y cols.1994. utilizan ratas que son sometidas a inhalación 
espontánea de humo procedente de la combustión de madera de abeto. 
 
Alving, K. y cols. 1993. utilizando cerdos les someten a la inhalación 
espontánea de humo de cigarro y de un aerosol de nicotina. 
 
Hoffmann,D. Y Brunnemann,KD. 1983 realizan sus investigaciones en 
hombres fumadores. En esta línea hay un gran número de trabajos de 
investigación para estudiar los efectos perjudiciales del tabaquismo. 
 
En todos los modelos revisados hemos encontrado inconvenientes para 
poder adoptar alguno de ellos para nuestro estudio ya que en la mayoría se utiliza 
la intubación o traqueotomía para administrar el humo, apartándose de 
circunstancias reales. En los modelos en que la inhalación es espontánea se han 
introducido una serie de variables no controladas (tamaño de los animales, tiempo 
de inhalación y volumen, material de combustión, etc) que para nuestro estudio 
son de vital importancia ya que con nuestro modelo hemos tratado sobre todo de 
simular una situación real que puede suceder en un escenario cotidiano 
 
Con el sistema propuesto conseguimos reproducir la situación real con 
mayor fidelidad, eliminándose un gran número de variables. 
 
La patogenia de las lesiones pulmonares secundarias a la inhalación tiene 





parénquima pulmonar, y a una marcada infiltración de polimorfonucleares 
neutrófilos (PMN) como resultado de un aumento de la permeabilidad 
microvascular (Demling RH y cols,1990; Isago T y cols,1991; Raulf M y cols,1995; 
Bidani A y cols,1999) con un significativo incremento del flujo transvascular de 
proteínas, liberación de mediadores de la inflamación y radicales libres de 
oxígeno (Mikawa K y cols, 1995). 
 
 El edema que se forma en las primeras 12 horas es debido a la acción 
directa de los gases tóxicos y calientes, pero a partir de ese momento el edema 
del intersticio pulmonar parece estar mediado por diferentes agentes vasoactivos 
(Herndon DN y cols,1987).  
 
El término genérico de gases y sustancias tóxicas se refiere a una serie de 
productos químicos que, suspendidas en el aire ambiente, son capaces de causar 
daño en el aparato respiratorio tras su inhalación (Smith LL y cols,1987). 
 
 Cuando la suspensión de estas sustancias, en el aire ambiente, es en su 
forma molecular, se denomina gas o vapor, la combustión de metales produce 
una suspensión de finas partículas sólidas que se conoce como humo (Zikria BA y 
cols, 1975). 
 
El lugar de depósito de los gases inhalados depende de su solubilidad en la 
capa acuosa de la mucosa respiratoria. Así, los gases que son altamente solubles 
en agua como el amoníaco y el dióxido de sulfuro, ejercen sus efectos en las vías 
respiratorias altas, y sólo alcanzan los espacios aéreos distales cuando son 
inhalados en grandes dosis (Moritz AR y cols, 1945; Seaton A y cols, 1984). 
 
En el caso de los humos, el lugar de depósito de las partículas inhaladas 
depende de su tamaño; las partículas grandes de 15-20 micras de diámetro se 
depositan en la nariz y en la garganta, las de diámetro entre 10 y 15 micras se 
depositan en la traquea y los bronquios, y las menores de 5 micras pueden llegar 





la sustancia inhalada son la concentración del agente, su potencial irritante y la 
duración de la exposición. En nuestro modelo partimos de una misma 
concentración para todos los grupos, siendo su poder irritante el mismo dado que 
se trata del mismo agente y la duración de la exposición es exactamente la 
misma.  
  Las exposiciones previas al mismo agente, la actividad física durante la 
exposición y la edad también pueden modificar la respuesta del individuo a la 
inhalación (Gandevia B, 1970). En el modelo propuesto, no hay actividad física 
durante la exposición ya que los animales permanecen anestesiados,  y  son 
todos de la misma edad y peso corporal. 
 
Las sustancias tóxicas inhaladas pueden producir distintos efectos, según 
sus mecanismos de actuación, entre los que se incluyen asfixia, toxicidad a 
distancia, broncoconstricción, daño tisular de las vías aéreas y afectación del 
parénquima pulmonar (Zikria BA y cols, 1972).  
 
El daño en el parénquima pulmonar es causado por la combustión 
incompleta de los productos; muchas de las sustancias presentes en la 
combustión del algodón son dañinas, pero las más importantes son aldehidos y 
óxidos de azufre y nitrógeno (Dyer RF y cols, 1976). La combustión del cloruro de 
polivinilo libera aproximadamente 75 compuestos potencialmente tóxicos, 
incluyendo ácido clorhídrico y monóxido de carbono(CO) (Dyer RF y cols,  1976; 
Einhorm IN, 1975). 
 
 El monóxido de carbono es un gas invisible y sin olor que posee una gran 
afinidad por la hemoglobina desplazando al  oxígeno, dando lugar a una tremenda 
reducción en la capacidad de transporte de oxígeno (Emmons HW, 1974; Zikria 
BA y cols, 1972). El incremento en la permeabilidad en la membrana epitelial 
alveolar se puso de manifiesto en estudios realizados con conejos expuestos  a 






El CO interfiere mediante reacciones de oxidación-reducción en la actividad 
metabólica de distintos tipos de células como son las células tipo II alveolares, 
dando lugar a cambios histológicos (Rhodes ML, 1971). 
 
La patología de las lesiones tanto de vías altas como de vías bajas es 
debido a la formación de edema. El estudio broncoscópico de dichas lesiones en 
las primeras 24 horas han mostrado una gradual edematización de la mucosa 
traqueobronquial (DiVicenti FC y cols,1971; Head JM,1980). 
 
Las lesiones pueden ser de diversa consideración; benignas, una 
descamación superficial, hinchazón; hasta llegar a una completa disrupción del 
epitelio traqueobronquial, con focos de necrosis y la formación de 
pseudomenbranas compuestas por moco, exudado de fibrina, leucocitos 
polimorfonucleares, y restos de bacterias. La submucosa traqueobronquial 
aparece con una severa congestión y edema con hemorragias ocasionales (Yang 
T y cols, 1994). (figuras V.2 , V.3 y V.6) 
 
Las pseudomembranas no se forman en los bronquiolos, pero los cambios 
inflamatorios que ocurren en la fase aguda dan lugar al desarrollo de neumonía 
peribronquial. También aparece un gran número de PMN en la pared y luz 
traqueobronquial asi como en estructuras peribronquialres. Tanto la vía aérea 
como el parénquima pulmonar lesionado van a mostrar distintos grados de 
congestión (figura V.2), edema intersticial y alveolar (figura V.3), infiltración de 
neutrófilos, ocasionalmente membrana hialina,  y densa atelectasia (figura V.1).  
 
La insuficiencia pulmonar aguda tiene severos componentes. La falta de 
oxígeno como consecuencia de su consumición por el fuego, es la primera 
amenaza, seguidamente el envenenamiento por monóxido de carbono; la mayoría 
de las muertes que se producen en los primeros momentos son debidas a una de 
estas dos tipos de asfixia. Los efectos irritantes de las partículas y otros 
compuestos derivados de la combustión incompleta de productos llevan 





col, 1971). La atelectasia, se vio que aparecía en cuestión de segundos en 
lesiones experimentales, y probablemente debido a la desactivación del 
surfactante (Nieman GF y cols, 1980). Esta atelectasia apareció igualmente en 
nuestro modelo experimental prácticamente en todos los pulmones de las ratas 
inhaladas (gráfica V.7).(figuras V.1 y V.6) 
 
Concluimos indicando que el modelo experimental propuesto reproduce  de 
forma fidedigna los acontecimientos que suceden en la realidad, reproduciendo 
las lesiones que suelen producirse a consecuencia del desarrollo de una 
insuficiencia pulmonar aguda. 
   
 Para que los modelos experimentales puedan ser homologados y 
considerados comparables, es preciso que sean reproducibles por otros autores, 
que produzcan resultados consecuentes y que sean simples de realizar y si es 
posible, económicos. Estas condiciones pueden ser fácilmente llevadas a cabo 
con el modelo descrito, ofreciendo la posibilidad de realizar experimentación en el 
campo de la inhalación de humos a otros Centros y Servicios, no especializados y 
que disponen de fuentes económicas limitadas. 
 
 
VI.4. Medición del Óxido Nítrico. 
 
La medición de NO en el aire exhalado parece representar a aquel 
originado en la porción distal de las vías aéreas (Kharitonov,S.1996). Al parecer, 
la contribución en aire exhalado del formado a nivel endotelial es mínima. 
(Cremona,G.1995). 
 
El incremento de NO en aire exhalado (NOE) en pacientes asmáticos o con 
bronquiectasias ha sugerido la posibilidad de ser utilizado como método de 
medición de la inflamación en la vía aérea (Barnes,PJ.1996), habiéndose 
planteado su uso como guía en el tratamiento con fármacos antiinflamatorios, ya 






Sin embargo también han sido descritos niveles de NOE normales en 
pacientes asmáticos (Ho,LP.1998), en otras formas de inflamación o incluso en la 
fase de exacerbación de dichos procesos. Ello podría explicarse por una ausencia 
clara de relación entre la intensidad de la inflamación y el NOE medido, la 
existencia de mecanismos de producción y autorregulación del NO hasta ahora no 
suficientemente explicados. 
 
El origen celular y destino metabólico final en la formación del NO no están 
hasta la fecha suficientemente despejados. La capacidad de intervenir en las 
oxidaciones de diferentes compuestos como los tioles, grupos hemo o sulfuros 
ferrosos explican su implicación en multitud de procesos fisiológicos. 
 
La vida media muy corta del NO, las alteraciones en la difusión de las 
células inflamatorias por la propia inflamación, la presencia de moco o el edema 
hacia la luz, podrían explicar todos los condicionantes a los que puede verse 
expuesto el NO previo a su paso a la luz endobronquial para ser posteriormente 
medido en aire exhalado. 
 
Además hay que añadir las complicaciones propias de la contaminación del 
NOE por parte del NO formado en las fosas nasales.  
 
Frente a ello, el LBA podría representar un método de medición in situ que 
obviara alguna de las dificultades señaladas anteriormente y que permitiera medir 
el NO producido localmente en las vías aéreas. 
 
Asimismo nos permitiría identificar las fuentes celulares potenciales 
responsables de la producción de NO. 
 
La medición en aire exhalado se recomienda sea realizada con el método 
de quimioluminiscencia directamente. En nuestro caso la medición fue realizada 





procedente del NO. Aunque se trata de un método indirecto y menos específico 
que la quimioluminiscencia permite sin embargo medir en medio líquido pudiendo 
tratarse de un método muy útil dada la inestabilidad del NO en el aire exhalado. 
(Arias Díaz,J.1994) 
 
El lavado broncoalveolar (LBA.) consiste en la introducción de cierta 
cantidad de líquido a través de una cánula introducida en la tráquea del animal, 
que teóricamente, difunde por todo el árbol bronquial y llega a los alveolos. Esta 
técnica nos permite recoger las células y las proteínas que descansan sobre el 
epitelio del tracto respiratorio, ofreciéndonos enormes posibilidades como método 
de estudio de las enfermedades que afectan al pulmón. (Banks, 1990). 
 
Actualmente no existe una normativa común en animales de 
experimentación, lo que hace que cada grupo de trabajo utilice su propia técnica 
intentando asemejarla a la realizada en humanos. 
 
Rennard y cols., en estudios realizados en humanos demostraron que con 
la técnica del LBA se pueden obtener dos tipos distintos de muestras. Los 
primeros mililítros recuperados corresponden al lavado de la porción bronquial del 
pulmón, representando la muestra bronquial, mientras que la segunda fracción 
sería la bronquioloalveolar, es decir aquella que aporta información del 
parénquima pulmonar propiamente dicho. 
 
La similitud existente entre la anatomía e histología del pulmón de ratas y 
humano, con existencia en ambos de vías aéreas de conducción, bronquios y 
parénquima, constituido por la porción distal, bronquiolo terminal, bronquiolo 
respiratorio, sacos alveolares y alveolos, nos lleva a pensar que realizando en 
ratas el lavado broncoalveolar con la misma sistemática que se realiza en los 
humanos, podemos acercarnos mejor a la realidad, distinguiendo una primera 
fracción procedente del lavado puramente bronquial de la segunda, más 






El método de lavado  broncoalveolar en ratas propuesto (Callol, LM. y cols, 
1994) nos permite estudiar los componentes celulares en ambas fracciones por 
separado así como determinar los valores de óxido nítrico. 
 
En 1847, Green describió por primera vez, en la “Medical and Surgical 
Society” una técnica para visualizar el tracto respiratorio. Este método fue 
rechazado y Green expulsado de dicha sociedad. Sin embargo, fue en 1927 en 
Yale, cuando se realizó por primera vez el lavado broncoalveolar (LBA) con fines 
terapéuticos (Gee JBL. 1980). 
 
Inicialmente el LBA se utilizó para la experimentación animal (Moises JA. Y 
cols. 1989) con objeto de conocer las características de la composición celular y 
bioquímica de la superficie alveolar. A partir de la década de los sesenta, el LBA 
se empleó como técnica terapéutica permitiendo el tratamiento de ciertos 
procesos respiratorios como bronquiectasias severas, asma y proteinosis alveolar  
(Ramirez RJ y Harlan WR. 1968). 
 
A partir de los años cincuenta, el LBA adquiere un valor diagnóstico. En los 
años siguientes, la técnica se realizó con broncoscopio rígido, con auténtica 
intención exploratoria. 
Dos hechos fundamentales destacan en la historia del LBA: la 
incorporación del fibrobroncoscopio en 1966, por Ikeda y la descripción del LBA, 
tal y como hoy lo entendemos, en 1974 por Reynolds y Newball. 
 
En la actualidad, el LBA, se está empleando, de forma casi sistemática, en 
la investigación de procesos respiratorios de índole variada, sobre todo, desde 
que se demostró que sus resultados son reflejo de los datos obtenidos con la 
biopsia pulmonar. (Winberger SE y cols. 1978). 
 
En el líquido obtenido tras el LBA se pueden analizar los componentes 
siguientes: 1) componente celular, 2) sustancias bioquímicas, 3) microorganismos 






El LBA parece ser un método útil para el estudio de la porción distal de las 
vías aéreas (Castellá,J.1997). Parece evidente que en él, la fracción de líquido 
obtenido después de la primera instilación de suero salino puede ser, en parte, 
secreción bronquial y la segunda, bronquioloalveolar, más representativa del 
fluido alveolar. 
 
En el caso concreto de los animales de experimentación, algunos modelos 
han propuesto el LBA con uso de aspiración, que permite la recogida del 90% del 
volumen instilado, aunque en un única fracción (Von Vicher,P, 1993). En el 
método utilizado, aunque en las recogidas se obtiene un 46% y 98% de lo 
obtenido en la primera y segunda muestra respectivamente, se permite no 
someter a las vías aéreas a cambios de presión secundaria al proceso de 
aspiración, obteniendo a pesar de ello un elevado porcentaje del volumen 
instilado y obtener la separación de la 1ª fracción (bronquial) de la segunda 
(bronquioloalveolar). 
 
En este contexto, por tanto, la medición del NO en el LBA podría 
representar, no solo a aquel producido localmente, sino también al procedente de 
tejido distal al epitelio alveolar o bronquial. 
 
 
V.5. Óxido nítrico y quemadura. 
 
Los valores de óxido nítrico aumentados reflejan la intensidad de la 
inflamación en la fase de quemadura temprana, pero la excesiva formación de 
óxido nítrico está causada probablemente por la quemadura de la vía aérea y no 
por el incremento de la tensión. (Nakae, H. Y cols. 2000. ) 
 
Cui, XL y cols.2000. estudiaron la expresión de las citoquinas inflamatorias 
en ratas alimentadas con una dieta suplementada con arginina y sometidas a 





conclusión de que la adición de un suplemento de arginina dietética disminuye la 
expresión del RNAm de citoquinas inflamatorias en los órganos y mejora el 
porcentaje de supervivencia frente a la lesión termal. El óxido nítrico aumentó en 
el plasma de estas ratas que ingieren L-arginina. 
 
Las lesiones por quemadura activan la respuesta inflamatoria en la piel 
quemada ocasionando la formación de edema y daño circulatorio. Esta respuesta 
involucra la activación del óxido nítrico, pudiendo jugar un papel importante en los 
cambios hemodinámicos y hemostáticos que acontecen como resultado del 
trauma post-quemadura. 
 
Lindblom,L.y cols.2000 realizaron una experiencia con ratas, observando 
que en ratas a las que se les administra un precursor del óxido nítrico (L-arginina) 
había inhibición en la extravasación del plasma inducida por la quemadura, sin 
embargo la administración de un inhibidor de la óxido nítrico sintasa (NOS), no 
influye en la extravasación. El volumen de orina acumulado aumentaba 10 veces 
en los animales quemados, tratados con L-arginina. En estos animales había una 
proteinuria significativamente aumentada, no sucediendo nada de esto en los 
animales pretratados con el inhibidor de la NOS. 
 
La activación de la síntesis de óxido nítrico suprime el edema de la 
quemadura de forma significativa y aumenta de forma considerable la diuresis y la 
proteinuria. 
 
Shi, S y Wu,K.1998, utilizando un inhibidor y un precursor de óxido nítrico 
en ratas frente a una lesión termal comprobaron  que el aumento de óxido nítrico 
en sangre inmediatamente después de la quemadura puede jugar un papel 
protector en la fase temprana de la lesión. El inhibidor de óxido nítrico perturbó la 
microcirculación y acortó el tiempo de supervivencia de los animales, mientras 






En la respuesta inflamatoria no específica se producen interacciones 
complejas y no aclaradas de mediadores inflamatorios: neutrófilos, citoquinas y 
metabolitos del óxido nítrico. En las quemaduras se liberan citoquinas 
proinflamatorias en respuesta a una variedad de estímulos nocivos. Estas 
citoquinas provocan la activación de los neutrófilos y endotelio vascular. La 
actividad de óxido nítrico sintasa también aumenta y por lo tanto aumenta la 
producción de óxido nítrico. (Mayers, I y cols.1998) 
 
La concentración de óxido nítrico aumenta, en la presencia de radicales 
libres como por ejemplo el anión superóxido secretado por los neutrófilos da lugar 
a la formación de peroxinitritos, que son moléculas más reactivas y tóxicas. Una 
vez que el proceso comienza, la lesión del órgano se puede producir. Sería 
interesante desarrollar técnicas para manipular esta interacción compleja de 
mediadores inflamatorios. 
 
Deliconstantinos,G. Y cols.1996. intentaron demostrar si la eNOS y la 
xantino-oxidasa podrían activarse para producir NO y peroxinitrito (ONOO-) a 
continuación de una exposición a rayos UVA, comprobando que la radiación UVA 
actua como un potente estimulador de la eNOS y la xantino-oxidasa en las células 
endoteliales humanas. Los efectos citotóxicos del NO y del ONOO- pueden ser 
los factores principales en la respuesta integrada de la piel que lleva a una 
vasodilatación, primer evento importante de producción del eritema y del proceso 
de inflamación. 
 
Suzuki,K. Y cols.1996. estudiando el transtorno contráctil cardíaco en 
pacientes con shock séptico, vieron que era consecuencia de la respuesta 
inflamatoria del organismo y que mediadores tóxicos orgánicos como son las 
citoquinas, eicosanoides, factor plaquetario y óxido nítrico se producen por las 
células activadas en el sistema cardiovascular. 
 
Bamberger,T. Y cols.1992. investigando si el óxido nítrico está implicado en 





demostraron por primera vez que el NO está implicado, por lo menos en parte, en 
un estado de inmunosupresión que no tiene nada que ver con ninguna 
enfermedad infecciosa. 
 
La producción de NO aumenta en pacientes humanos después de la lesión 
por quemadura. La producción aumentada de NO como potente vasodilatador 
endógeno ha sido descrita en pacientes con estados inflamatorios, incluso con 
sepsis.  
 
Preiser,JC. Y cols.1996. vieron que la lesión por quemadura estaba 
asociada con un aumento en la producción de óxido nítrico, siendo este aumento 
no proporcional al área quemada. El incremento era aún mayor en pacientes 
sépticos. 
 
El óxido nítrico es una molécula que regula la inmunidad y el tono vascular, 
sirve como neurotransmisor y participa en la curación de la herida. (Carter,EA. Y 
cols.1994.) Según los resultados obtenidos por estos autores llegaron a la 
conclusión que el hiperdinamismo cardiovascular y la respuesta hipermetabólica 
vistas después de la lesión termal podrían ser resultado de una secreción 
autocrina y paracrina de NO localmente dentro de los tejidos, además del 
generado por las células inflamatorias. 
 
En la fase temprana post-quemadura, es un lipopolisacárido producido por 
E. Coli el que podría inducir una excesiva producción de NO. (Jia,X. Y cols.1996). 
 
Tanto en quemaduras superficiales como profundas se produce una 
vasoconstricción e isquemia progresiva. El shock post-quemadura produce 
inestabilidad hemodinámica, resistencia vascular sistémica aumentada, 
rendimiento cardíaco disminuido y presión arterial afectada. (Mosher,M. Y 
cols.1996). Estos autores comprobaron que con el uso de inhibidores de la NOS y 
de la peroxidación lipídica mejora la inestabilidad hemodinámica que se produce a 





biosíntesis de NO, contribuye a la intoxicación endógena en pacientes críticos.  
(Golikov,PP.y cols.2000). 
 
La falta de mejora en la perfusión en respuesta al tratamiento con un 
precursor de NO (L-arginina) puede sugerir que la síntesis de NO en respuesta al 
trauma termal ya esté en su pico más alto. (Lindblom y cols.2000). 
 
Peng,X. y cols.1998. vieron que la actividad de la NOS constitutiva y el flujo 
de sangre disminuyen notablemente tras la quemadura, sin embargo la actividad 
de la iNOS aumenta y no tiene correlación con el flujo de sangre. Utilizando un 
precursor que alimente la actividad de la NOS constitutiva mejora la isquemia 
postquemadura. 
 
Los períodos prolongados de choque hemorrágico están asociados a la 
inducción de la isoforma NOSe en varios órganos y en el músculo liso vascular. 
La formación de grandes cantidades de NO por la isoforma NOS inducible 
contribuye a la descompensación vascular y a la hiporeactividad vascular frente a 
agentes vasoconstrictores. Un deterioro en la formación de NO por la NOSe se ha 
demostrado en varios modelos de shock traumático, considerando que hay 
evidencia experimental que apoya la hipótesis de que una producción reforzada 
de NO contribuye a la patofisiología de la lesión termal experimental.(Szabo y 
cols.1994). Estos autores especulan sobre una modulación farmacológica de la 
biosíntesis de NO: La utilización de un inhibidor selectivo de la iNOS podría ser 
considerado como una nueva terapia para mejorar el resultado de pacientes con 
shock circulatorio. 
 
Jia,X. y cols.1997. en ratas quemadas por escaldadura vieron como el 
tejido quemado contenía NO en una cantidad hasta 60 veces superior al plasma, 
por lo que llegaron a la conclusión de que el NO cutáneo podría tener una 
influencia sistémica muy pequeña, siendo sólo un factor local. 
En los resultados obtenidos (Gráfica V.7) en el grupo de ratas quemadas 





minutos con respecto al grupo control, a los 0 y 30 minutos el valor de NO en el 
suero sanguíneo en el grupo de ratas quemadas prácticamente no sufre 
modificación con respecto al grupo control. 
 
Estos resultados coinciden con los encontrados por Rawlingson y cols, los 
cuales vieron que la generación simultánea de óxido nítrico (NO) y anión 
superóxido (O2-) puede llevar a la formación de peroxinitrito (ONOO-), que es un 
potente oxidante implicado en la patogénesis de diversas enfermedades 
(Rawlingson A. y cols. 2000). En su estudio, diseñado para investigar la posible 
generación de ONOO- localmente en tejidos cutáneos afectados por una lesión 
termal, utilizaron como biomarcador para el ONOO- en la piel de rata una proteína 
llamada 3-nitrotirosina. Vieron que se producía un aumento significativo en todos 
los casos. Estos datos sugieren que el ONOO- se genera en el tejido cutáneo 
termalmente dañado. 
 
Harper,R. Y cols. 1997. concluyen demostrando que los niveles de NO en 
el plasma no aumentan en pacientes con quemaduras de menos del 15% de 
superficie corporal, salvo que haya un trastorno multiorgánico o un aporte externo 
de nitratos. 
 
V.6 Óxido nítrico e inhalación de humos. 
 
La lesión por inhalación de humo es el principal determinante de la 
supervivencia en la lesión por quemadura. La localización primaria de la lesión por 
inhalación de humos son las pequeñas vías respiratorias en lugar de los alveolos 
y así, la oclusión de estas vías aéreas más pequeñas a consecuencia del edema 
es la causa de la hipoxia progresiva. Las alteraciones tras la inhalación de humos 
se caracterizan todas por un aumento en el flujo de sangre. (Shimazu,T. Y 
cols.1998). 
Ischiropoulos,H. Y cols.1994. examinaron los mecanismos potenciales 
responsables de la lesión del parénquima pulmonar en un modelo animal de 





de madera de abeto presentaban un aumento de la albúmina por aumento de la 
permeabilidad pulmonar, un aumento de la mieloperoxidasa pulmonar y un 
aumento de nitratos en el plasma. Las concentraciones de nitratos en el plasma 
aumentaron 3 veces con respecto al control. La utilización de un inhibidor de la 
NOS inmediatamente después de la exposición al humo abolió el aumento de los 
nitratos en el plasma y previno los cambios de la actividad de la mieloperoxidasa 
pulmonar y del índice de permeabilidad del tejido pulmonar. La producción de NO 
contribuye y juega un papel importante en la lesión alveolar pulmonar tras la 
inhalación de humo. 
 
En los resultados obtenidos (Gráfica V.7) podemos ver como en el grupo 
de ratas inhaladas se produce un incremento significativo de NO en el suero 
sanguíneo con respecto al resto de grupos. 
 
Alving,K. Y cols.1993. vieron como en cerdos sometidos a la inhalación de 
humo de cigarro y a nicotina en aerosol y además un aporte exógeno de NO, el 
humo producía una vasodilatación bronquial, probablemente causada por el NO 
presente en el humo en su mayor parte y una pequeña parte puede estar causada 
por el monóxido de carbono que da lugar a una vasodilatación débil en la 
circulación bronquial. 
 
Soejima,K. Y cols.2000. utilizando ovejas a las que sometieron a la 
inhalación de humo procedente de la combustión de algodón, en un grupo 
utilizaron mercaptoetílguanidina como inhibidor de la iNOS y basurero del 
peroxinitrito vieron como en el grupo control se producía un incremento en el flujo 
de sangre y edema pulmonar. En el grupo pretratado con el inhibidor no se 
produjo aumento del flujo de sangre y el edema era menor. Por ello llegaron a la 
conclusión de que la iNOS juega un papel importante en el aumento del flujo de 
sangre y en el desarrollo de la lesión pulmonar. 
En esta linea de investigación Lin ,YS y cols.2000. vieron como varias 





edema peribronquial. Esta respuesta fue inhibida o atenuada con un 
pretratamiento con dimetíltiurea como inhibidor de la NOS. 
 
Ischiropoulos,H. Y cols.1994. comprobaron como la inyección de un 
inhibidor de la NOS inmediatamente después de la exposición al humo abolió el 
aumento en las concentraciones de nitratos circulantes. Estos datos sugieren que 
la producción de NO deriva de las sustancias oxidantes que se producen en el  
pulmón tras la lesión. 
 
El NO inhalado reduce la hipertensión pulmonar selectivamente después 
de la inhalación de humos, sin embargo no mejora la oxigenación pero si la 
ventilación. A esta conclusión llegan un gran número de investigadores que han 
realizado diversos trabajos con distintos animales sometidos a inhalación de 
humos producidos por la combustión de distintos materiales.(Qi,S. y 
cols.1997.Ogura,H. Y cols.1994.Booke,M. Y cols1997.) 
 
La inhalación de NO baja la hipertensión pulmonar disminuyendo la 
resistencia vascular pulmonar, mejorando la ventilación. La oxigenación arterial no 
mejora con la inhalación de NO y esto se debe probablemente a la formación del 
edema intersticial. 
 
El NO inhalado puede recomendarse como aplicación clínica ya que puede 
invertir la hipertensión pulmonar que se produce tras la inhalación de humos. 
 
 
V. 7 Óxido nítrico y macrófagos 
 
Los macrófagos alveolares representan la primera línea de defensa del 
pulmón frente a los agentes medioambientales inhalados. Estas células liberan 
una variedad de mediadores inflamatorios que incluyen oxígeno reactivo y 
compuestos intermediarios de nitrógeno implicados en los mecanismos 






Estos autores aislaron macrófagos alveolares de rata e in-vitro fueron 
tratados con mediadores inflamatorios, produciendo NO, peróxido de hidrógeno y 
anión superóxido. La producción de NO por los fagocitos pulmonares se vió 
reforzada por la presencia de SOD (superóxido dismutasa). Tras la breve 
exposición in-vivo de ratas a ozono, agente irritante e inflamatorio pulmonar que 
se convierte rápidamente en oxígeno molecular, los fagocitos pulmonares 
produjeron cantidades significativamente aumentadas de NO, comparadas con el 
grupo control, también se vió una producción aumentada de peróxido de 
hidrógeno, sin embargo se observó una clara disminución en la producción de 
anión superóxido por parte de los fagocitos pulmonares. Todos estos datos 
demuestran que una exposición a un irritante –de forma aguda- modifica la 
producción de oxígeno reactivo y nitrógeno. 
 
La función específica del macrófago intersticial pulmonar es poco conocida 
debido a la dificultad que supone su aislamiento. En una población de macrófagos 
intersticiales obtenida mecánicamente del pulmón y comparados con macrófagos 
alveolares, obtenidos a través de LBA (lavado broncoalveolar), se observó que 
éstos últimos produjeron más NO y anión superóxido. (Prokhorova,S. y 
cols.1994.) 
 
Las células epiteliales alveolares tienen capacidad de sintetizar NO. En 
este tipo de células se encontraron cantidades significativas de NO después del 
tratamiento con citoquinas inflamatorias, interferon gamma y/o interleukinas o 
también con la combinación de IFN-gamma y factor de necrosis tumoral. En 
contraste a esto, los macrófagos alveolares tenían poca respuesta frente a 
lipopolisacáridos (bacterianos). La producción de NO por celulas tipo II frente a 
IFN-gamma era dosis dependiente. Utilizando un inhibidor de la iNOS se pudo 
comprobar que la producción de NO por células tipo II era debido a la expresión 
de RNAm para la forma inducible de la NOS. Luego, también se observó que 
utilizando un irritante (ozono, 2 ppm/3 horas) la producción de NO por células tipo 





producción aumentada del RNAm de la iNOS. En la inhalación de ozono también 
se observó una producción aumentada de peróxido de hidrógeno. (Punjabi,CJ. Y 
cols.1994.). 
 
Los macrófagos alveolares asimismo liberan otros radicales libres de 
oxígeno reactivos frente a la exposición de otro irritante como es el polvo de sílice. 
Blackford,JA. Y cols.1994. instilaron polvo de sílice intratraqueal en ratas, 
recogiendo las células a través de LBA y tejido pulmonar. Observaron un aumento 
de macrófagos y leucocitos (neutrófilos) en las ratas tratadas con sílice, 
exhibiendo un aumento significativo de NO debido a la expresión aumentada del 
RNAm de la iNOS. 
 
En los resultados obtenidos, (Gráfica V.6) los valores de NO 
correspondientes a la fracción F1+2 (fracción bronquiolo-alveolar) del lavado 
broncoalveolar, se corresponde con los resultados obtenidos en la microscopía 
confocal en la que podemos comprobar que a una mayor activación de los 























































































1. El modelo experimental de inhalación utilizado y desarrollado en nuestra 
Unidad ha demostrado ajustarse perfectamente  a las condiciones.que debe 
cumplir todo modelo experimental. 
 
2. Con el sistema utilizado se ha conseguido reproducir la situación real con 
mayor fidelidad, eliminándose un gran número de variables, cuyo control es 
indispensable para el desarrollo de nuestra investigación. 
 
3. La medición del óxido nítrico, realizada con el método de Griess, y aunque se 
trata de un método indirecto y menos específico que la quimioluminiscencia ha 
demostrado, sin embargo, ser un método válido para medir óxido nítrico en medio 
líquido, pudiendo resultar un método muy útil dada la inestabilidad del NO en el 
aire exhalado.  
 
4. El método de lavado  broncoalveolar en ratas propuesto ha permitido estudiar 
los componentes celulares así como determinar los valores de óxido nítrico. 
 
5. Las lesiones por quemadura activan la respuesta inflamatoria en la piel 
quemada ocasionando la formación de edema y daño circulatorio. Esta respuesta 
involucra la activación del óxido nítrico, el cual desarrolla un papel importante en 











6. La lesión por inhalación de humo es el principal determinante de la 
supervivencia en la lesión por quemadura. La producción de óxido nítrico 
contribuye y juega un papel importante en la lesión alveolar pulmonar tras la 
inhalación de humo. La producción de NO deriva de las sustancias oxidantes que 
se producen en el  pulmón tras la lesión. 
 
6.  Los macrófagos alveolares representan la primera línea de defensa del pulmón 
frente a los agentes medioambientales inhalados. Una mayor activación de los 
macrófagos alveolares representa una mayor producción de NO lo cual hace 
pensar que este componente celular es el que está más directamente implicado 
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